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Resumen

Las metastasis 6seas derivadas de cancer de prostata, ademas de su gran incidencia,
generan gran cantidad de sintomatologia adversa. El tratamiento mediante
radiofarmacos de tercera generacion como ’Lu-iPSMA, ha permitido una mayor
expectativa de vida. No obstante, la remision completa sigue siendo deficiente y en
algunos casos la enfermedad progresa a pesar de varios ciclos de terapia. Como
alternativa, se comenzo a utilizar el 222RaClz, un emisor a con capacidad para eliminar
metéstasis, pero con la desventaja de generar toxicidad en otros tejidos.
Recientemente, se sugirié6 emplear inhibidores de PSMA marcados con el emisor a
225Ac, los cuales han mostrado alto potencial para destruir células tumorales de
manera selectiva, minimizando el dafio a tejidos y 6rganos sanos. En trabajos previos
se ha mostrado clinicamente la eficiencia de estos radiofarmacos para tratar
metéstasis 0seas, pero no se ha realizado la dosimetria a nivel celular. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue calcular la dosis absorbida de 7Lu-iPSMA y ??5Ac-iPSMA
en un modelo de metastasis 6sea y comparar la eficiencia entre ambos mediante la
razén de dosis entregada al tumor por cada uno. La metastasis intradsea, se indujo en
ratones macho CD1 de ocho semanas de edad, mediante la inoculacién de células
LNCaP a través de la articulacion femurotibial. La metastasis se desarrollé en seis
semanas. Los huesos con presencia de metastasis fueron extraidos y analizados
mediante cortes histolégicos. La fraccion de actividad depositada por los
radiofarmacos 7Lu-iPSMA y 225Ac-iPSMA en el nicleo de las células metastasicas
se determind con el kit de extraccidon nuclear (2900, Merck Millipore, USA), el cual
permitié separar los compartimentos celulares para poder medir la actividad en cada
uno de éstos. Los factores de dosis de ambos radionuclidos para calcular la dosis
absorbida en el nucleo de las células, se determinaron con el c6digo MCNPX5.
Posteriormente, se evalud la biodistribucion de ambos radiofarmacos en 5 tiempos
distintos: el tiempo cero (después de la administracion del radiofarmaco), 4, 48, 96 y
192 horas. Con los datos de la biodistribucion y con ayuda del software OLINDA se
obtuvieron los modelos biocinéticos de ambos radiofarmacos y con éstos se logro
determinar el niumero de desintegraciones en unidades de MBgh. Con la informacién

obtenida se calcul6 la dosis absorbida en el nlcleo de las células metastasicas de
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cancer de prostata debida a ambos radiofdrmacos y se comparo la eficiencia de ambos
a partir de este valor. Se obtuvo que para el tumor la razén de dosis entre el ?*°Ac-
iPSMA y el Y7Lu-iPSMA fue aproximadamente de 5, siendo de 2.3 Gy para el primero
y de 0.5 Gy para el segundo, ambos por unidad de MBq inyectado.



Abstract

Its known that people, who have bone metastasis as a result of an advanced primary
prostate cancer, feel a lot of pain. This cancer has been treated using third-generation
radiopharmaceuticals, for example '77Lu-iPSMA, obtaining a greater survival
increment. Nevertheless, this radiopharmaceutical has not been useful to treat these
metastasis as it has been with the prostate primary cancer. As a result, the ??°Ra, an
alpha emitter with great capability to kill cells, has been implemented, generating
toxicity in other tissues though. Hence, a new radiopharmaceutical with the previous
two advantages has been suggested to be used. The ??°Ac-iPSMA is an alpha emitter
with great selective cell-killing capability, generating very little damage to healthy
tissues. This radiopharmaceutical has been previously used in hospitals, but a dose
calculus has never been done. Therefore, in the present work the absorbed dose in
bone metastasis cell, from advanced prostate cancer, has been calculated. The bone
metastases were induced in 8 years-old CD1 mice, which was adjusted into two
groups: The first one was the control group and the second one was the ones that were
inoculated with bone metastasis and treated with 17’Lu-iPSMA and 2?°Ac-iPSMA.The
bone metastases model was intraosseous, in which mice were inoculated with 5 pl of
LNCaP cancerous cells in the femorotibial joint and the metastases grew for a period
of 6 weeks. New bones with metastasis were analyzed using histology.

The fraction of deposited energy by the radiopharmaceuticals "’Lu-iPSMA and ?°Ac-
IPSMA in tumoral cells was calculated based on the results of the 2900-sustraction kit
form Millipore Corp, which allowed to divide each cell compartment in order to tallie the
activity in these. The dose factors from the cellular nucleus were obtained using an
MCNPX5 simulation. The radiopharmaceutical biodistribution was evaluated for the
7L u-iPSMA and 2°Ac-iPSMA and the number of nucleus decay was obtained for 5
biodistribution times for both of them, which were: after the radiopharmaceutical
administration (time zero), 4, 48, 96 and 192 hours. The LINDA software allowed to
obtain the biocinetic model for both radiopharmaceuticals and the total decay number
in MBgh units.

Finally, the absorbed dose in the prostate cell nucleus were calculated for both of these

radiopharmaceuticals and the efficiency of both of these was compared. The dose of
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the 2?5Ac-iPSMA was 5 times greater than the ’7Lu-iPSMA, which in the first case was
2.3 Gy and 0.5 Gy for the second one, per MBqg administered.
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1.1 Introduccién

Las metastasis 6seas en etapas avanzadas de cancer de prostata (PCa) son una
fuente importante de morbilidad y mortalidad. Diferentes estrategias terapéuticas y/o
paliativas se han empleado para mejorar la calidad de vida del paciente (1). Entre
estas terapias se encuentra el uso del ?22RaClz, el cual es un emisor alfa (a, Emax de
5.7 MeV) aprobado para uso humano (2). Sin embargo, el ?>°RaClz tiene la desventaja
de generar alta toxicidad en tejidos sanos (2). Actualmente, la terapia dirigida con
radionuclidos emisores B y a se reconoce como una alternativa terapéutica para varios
tipos de cancer inoperables o metastasicos (3) (4). Los inhibidores de PSMA son
ligandos de bajo peso molecular que son empleados para reconocer al antigeno
prostético especifico de membrana (PSMA), el cual se sobreexpresa en el cancer de
préstata. Este ligando se ha utilizado en combinacion con el *“Lu, un radiolantanido
emisor de particulas B, cuyos estudios clinicos han mostrado un aumento del 70% en
la sobrevida de pacientes con cancer de prostata metastasico avanzado. No obstante,
la remisién completa sigue siendo limitada (5) y en algunos casos, aunque es efectivo
para el tratamiento de las lesiones viscerales, produce la exacerbacion de las lesiones
Oseas (6). Recientemente, se sugirié emplear inhibidores de PSMA marcados con el
emisor a 2?°Ac, los cuales han mostrado clinicamente alto potencial para destruir
metastasis 6seas con un minimo de dafio a tejidos y 6rganos sanos.

La dosimetria interna para tumores y Organos criticos, es fundamental para la
planificacion de tratamientos y prediccién de resultados terapéuticos en pacientes
sometidos a terapia con radionuclidos. Sin embargo, la dosis absorbida en células
individuales es mas significativa, sobre todo cuando el radiontclido se concentra en el
interior de las células tumorales y emite particulas cargadas con un alcance
comparable a las dimensiones de las células y/o metastasis pequefias. Se han
realizado varios estudios para evaluar la terapia con radiondclidos a nivel celular
utilizando Simulacion Monte Carlo (7). Sin embargo, no se han reportado calculos

dosimétricos en células de cancer de prostata metastasicas utilizando 22°Ac-iPSMA.
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2.1 Antecedentes

El cancer es un término empleado para referirse a un conjunto de enfermedades
relacionadas, donde las células de un organismo adquieren la capacidad de dividirse
de manera descontrolada. Esta proliferacion celular conduce a la formacién de masas
tumorales y bajo ciertas condiciones, pueden adquirir la capacidad de migrar de su
lugar de origen para invadir otros tejidos u 6rganos. A este proceso se le denomina
metastasis (8). Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el cancer
es la segunda causa de muerte en el mundo y metastasis la principal causa de muerte
por éste (9).

En México el cancer es la tercera causa de muerte, siendo el de mama, préstata,
cervicouterino, colorrectal y de pulmén los mas prevalentes. Segun la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) en el 2015 en México, por cada 100 mil habitantes,
el cancer de préstata causo la muerte de 13 hombres y el cAncer de mama provoco la
muerte de 11 mujeres (10).

Desde el punto de vista terapéutico, los pacientes con cancer requieren de la
combinacion de distintas intervenciones como son: la extirpacion quirdrgica,
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia y la terapia dirigida. En particular, la terapia
dirigida utiliza moléculas biol6gicas con reconocimiento especifico que pueden
adherirse a las proteinas blanco sobreexpresadas en las células de cancer, y de esta
manera eliminar la masa tumoral minimizando el dafio a los tejidos adyacentes (8).
Ademas, la gran mayoria de los tumores soélidos, asi como sus metastasis requieren
la formacién de nuevos vasos sanguineos que permitan a éstos crecer mas de 2 mm
de didmetro (11).

En la actualidad, existe una necesidad de tratamientos que permitan controlar las
metéastasis surgidas a partir del cancer de prostata resistente a la castracion (ImMCRPC)
debido a la gran mortalidad que genera, por lo que en los ultimos afios se han disefiado
distintos radiofarmacos, los cuales usan biomoléculas marcadas con emisores 8y a
para mejorar el tratamiento dirigido, y disminuir efectos colaterales (12). Uno de los
radionuclidos emisores B utilizados para tratar estas metastasis es el 1’’Lu.

Uno de los radiofarmacos utilizados con éxito para tratar mCRPC es el "/Lu-PSMA-

617, el cual fue utilizado en 2015 por Haberkorn & colegas (13) , donde se trataron 30
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pacientes con mCRPC avanzado, o con contraindicaciones a tomar cualquier otro tipo
de terapia. Los pacientes habian recibido tratamientos hormonales, también habian
tomado docetaxel e incluso seis pacientes habian sido tratados con ?*>Ra. Antes de
recibir el tratamiento propuesto se obtuvieron imagenes de todos los pacientes con
ayuda de equipos de tomografia computarizada acoplados a tomografia por emision
de positrones (PET/CT), habiendo sido previamente inyectados con 8Ga-PSMA-11.
Los autores comentaron que, ocho semanas después de iniciado el tratamiento, 21 de
los 30 pacientes mostraron cambios en los niveles de PSA, de los cuales 13 tuvieron
un detrimento >50%, en tanto que ocho pacientes mostraron un aumento en su nivel
de PSA. Se observo también mediante imagenes de tomografia computarizada (CT)
gue aquellos pacientes con metastasis, en los nédulos linfaticos mejoraron, aunque
desarrollaron anemia y leucopenia. El tratamiento utilizado mostré buenos resultados,
debido a que ningun paciente tuvo que terminar el tratamiento debido a que su
condicion general empeorase, ni tampoco se observd una variacidn en su peso
corporal y no requirieron tomar analgésicos para el dolor. Respecto a la toxicidad, seis
pacientes desarrollaron anemia grado 1 y cuatro, pacientes mostraron trombocitopenia
grado 1, y solo dos pacientes mostraron xerostomia.

Por su parte, en 2018 Santos & colegas (6) reportaron la sintesis, preparacion y
estudios preclinicos del 1”’Lu-DOTA-HYNIC-iPSMA. En este estudio se inyectaron 3.7
o 7.4 GBq del radiofarmaco en hasta 4 ciclos cada 8-10 semanas, la actividad
administrada dependié del volumen del tumor a tratar. La respuesta de los pacientes
al radiofarmaco se evalu6 por medio de imagenes de PET/CT, utilizando ®Ga-PSMA-
11, y por imagenes por tomografia por emision de fotén Unico acoplada a tomografia
computarizada (SPECT/CT), utilizando *°*™Tc-iPSMA. En el caso de los pacientes
sanos no se observaron reacciones adversas, mientras que en algunos pacientes con
cancer se observo xerostomia reversible. Los autores mencionaron que las metastasis
6seas respondieron menos al tratamiento con Y7Lu-iPSMA, respecto a los tumores en
los ganglios linfaticos y regiones viscerales.

En 2012, Parker & colegas (14) reportaron la aplicacién de ??°RaClz en 122 pacientes
con mMCRPC que habian tomado terapias de ablacion a androgenos, pero que no

habian sido tratados con quimioterapia, radioterapia o algun otro tipo de droga. Los
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pacientes recibieron tres tratamientos de 25-80 kBg/kg cada 6 semanas observando
que a mayor numero de dosis habia una mayor reduccion en los niveles de PSA y un
mejor control de las lesiones tumorales. En la mayoria de pacientes los efectos
adversos fueron diarrea, nauseas y anemia. Solo cuatro de ellos presentaron dolor
0seo, debilidad muscular y constipacion.

Ademas del ?*Ra, otros autores han propuesto el uso de otros emisores a para el
tratamiento de las metastasis 0seas derivadas del mMCRPC. Nonnekens & colegas (15)
reportaron en el 2017 el uso del ?1Bi acoplado a dos trazadores del PSMA, el I&T y el
JVZ-008, para tratar tumores de prostata en ratones BALB/c inducidos con la linea
celular LNCaP. Los autores recalcan que la principal ventaja de este radiofarmaco es
la vida media de 46 minutos y su decaimiento inmediato a un atomo estable. La
captacion del radiofarmaco en las células tumorales fue del 5.8% y 2.7% para el I&T y
el JVZ-008, respectivamente y se observo una rapida acumulacion en el tumor. En el
caso del trazador I&T la afinidad por las células tumorales fue mayor sin embargo
también aumento la dosis a rifion.

Aunque el 223Bi mostr6 ser muy eficiente para destruir células tumorales metastasicas,
el autor report6 que su corta vida media limitaba el tiempo durante el cual el
radiofarmaco podia dafar estas células, y que la toxicidad generada a los rifiones
debia ser vigilada constantemente.

Por su parte, Kratochwill & colegas (16) reportaron en el 2016 el uso del 22>Ac-PSMA-
617, un radiofarmaco que emite cuatro particulas a durante su cadena de decaimiento,
en dos pacientes, uno que tenia una infiltracion de mCRPC en la médula 6sea y que
habia sido contraindicado para terapia con 1’’Lu, y otro que tenia metastasis en el
higado y que habia sido tratado previamente con *"/Lu-PSMA-617. Al primer paciente
se le dieron tres ciclos de 9-10 MBq del radiofarmaco cada dos meses. Después de
los primeros dos meses se tomaron imagenes PET/CT, utilizando el radiofarmaco
68Ga-PSMA-11, donde las lesiones tumorales visibles habian desaparecido. El tnico
efecto secundario fue xerostomia moderada, y el nivel de PSA disminuyd, de 2 923
ng/ml a 0.1 ng/ml (el limite maximo normal es de 0.4 ng/ml). El segundo paciente
recibio tres ciclos de 6.4 MBq del radiofarmaco cada dos meses, y las imagenes

obtenidas al término del tratamiento mostraron una remisiéon total del tumor. El nivel
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de PSA de este paciente disminuyo de 294 ng/ml a 0.1 ng/ml pero present6 xerostomia
severa. Los autores concluyeron que las propiedades de este radiofarmaco permiten
dar una terapia mas localizada que sus predecesores, disminuyendo la toxicidad en
areas importantes como la médula roja.

Un afio después, el mismo grupo de trabajo reporté que la dosis estimada que
recibieron pacientes con mCRPC (17), donde los calculos se hicieron extrapolando
datos existentes para dosimetria con ’’Lu-PSMA-617. Los pacientes ya habian sido
tratados con docetaxel, quimioterapia y ?*®Ra. Los 6rganos limitantes para el uso de
este radiofarmaco fueron las glandulas salivales y los rifiones debido a su alta
captacion, pero en general los tratamientos fueron bien tolerados y el Unico efecto
secundario ha considerar fue xerostomia moderada.

Recientemente, en 2019 Sathekge & colegas reportaron la aplicacion del 22°Ac-PSMA-
617 en 73 pacientes con mCRPC, con edades promedio de 69 afios, y que habian
sido tratados mediante prostatectomia, orquidectomia, radioterapia, braquiterapia e
incluso supresion de androgenos. El radiofarmaco se administré en dosis de 8-4 MBq
con un numero de ciclos variable para cada paciente. Al final del tratamiento los niveles
de PSA tuvieron un detrimento 2=50% a los iniciales en el 70% de los pacientes
logrando una sobrevida de 18 meses. No obstante, el 85% de los pacientes mostraron
xerostomia moderada y 27 pacientes anemia (18).

Kratochwill y Nonnekens coinciden que el ??°Ac posee un potencial como agente
terapéutico para tratar las metastasis Oseas, pero mencionan que un posible
inconveniente es la descomposicion quimica del radiofarmaco por efecto de la energia
de retroceso que poseen los nucleos de los radioisétopos hijos formados a lo largo de
la cadena de decaimiento del 225Ac. Al respecto, ambos autores recomiendan hacer
un seguimiento a los pacientes tratados para evaluar la estabilidad del radiofarmaco y
la toxicidad acumulada en algunos organos de interés.

Aun asi, como demostraron los trabajos de Kratochwill y Sathekge (17)(18) el 2%°Ac
posee un gran potencial terapéutico cuya efectividad es dependiente del trazador al
que esté ligado. Este trabajo se enfocd en realizar los calculos dosimétricos del 22°Ac

unido a un inhibidor de PSMA, verificando la estabilidad del radiofarmaco en un modelo
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de metéstasis 6sea en ratones machos CD1, mediante la comparacion de imagenes

radionuclidicas de la zona tumoral y las zonas sanas de éstos.

2.2 Pregunta de investigacion

¢ Cudl es la dosis absorbida, debida al *’/Lu-iPSMA y al ?>>Ac-iPSMA, en el nlcleo de
las células de cancer de proéstata utilizando un modelo in vivo de metastasis 6sea?
2.3 Hipotesis

¢La dosis absorbida en el nucleo de las células debida al ??>Ac-iPSMA es superior a
la del ¥""Lu-iPSMA?

2.4 Objetivo general
Calcular la dosis absorbida en el nucleo de las células de cancer de prostata,
considerando la biocinética del 1’’Lu-iPSMA y el ?2>Ac-iPSMA en un modelo in vivo de

metastasis 6sea.

2.4.1 Objetivos especificos
» Estandarizar un modelo de metastasis 0sea
« Evaluar la biodistribucion y biocinética de los radiofarmacos in vivo
+ Obtener las fracciones de energia depositadas para cada radiofarmaco,
utilizando simulacién Monte Carlo

* Calcular la dosis absorbida en el nucleo de las células de cancer de prostata
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Capitulo 3

Marco teodrico
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3.1 Dosimetria de la radiacion ionizante

La dosimetria se refiere a la medicién y calculo de la dosis absorbida, o tasa de dosis,
gue se obtiene como resultado de la interaccion de la radiacion ionizante con la
materia. La dosis absorbida se refiere a la energia absorbida por un material, por
unidad de masa y su unidad de medida es el gray (Gy). Esta cantidad puede ser
determinada de manera indirecta, midiendo primero una cantidad relacionada como
kerma o exposicion, y siendo calculada a partir de relaciones entre éstas (19).

Los calculos dosimétricos en organismos vivos son descritos mediante el esquema de
la Dosis Médica de Radiacion Interna (MIRD), donde la dosis absorbida a un volumen
blanco se obtiene a partir del nUmero de desintegraciones totales en la regién fuente
multiplicado por un factor (denotado S en el esquema MIRD o bien factor de dosis DF
por el software OLINDA) que indica la dosis absorbida a esta regién blanco por unidad
de desintegracién de la region fuente. La suma de los productos de las regiones
fuentes da la dosis total al volumen blanco (20).

Por otro lado, la medicion de cualquier cantidad dosimétrica requiere de equipo
especial como dosimetros o camaras de ionizacion (19). La seleccion del equipo
apropiado para determinar las unidades dosimétricas depende entre otras
caracteristicas del tipo de radiacién ionizante y la energia de ésta. Los conceptos
mencionados previamente estan basados en una propiedad de la materia conocida

como radiactividad, descubierta a finales del siglo XX.

3.1.1 Laradiactividad de los 4tomos

La radiactividad de los &tomos fue descubierta en 1986 por Henry Becquerel, y ésta
es una propiedad de la materia donde el nucleo de un atomo inestable se transforma
de manera espontanea en un nucleo mas estable, liberando algun tipo de particula
energeética, proceso también conocido como decaimiento nuclear (21). El decaimiento
nuclear es un fendémeno probabilistico que esta gobernado por una ley exponencial y
todos los procesos radiactivos estan basados en un parametro llamado actividad (A).
La actividad se define como el nimero de nucleos que se transforman, o decaen, por

unidad de tiempo:
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A(t) = Age ™ 1
En la ecuacién anterior A(t) es la actividad a un tiempo t, Ao es la actividad inicial y A
es la constante de decaimiento del radionuclido. Las unidades de la actividad son

becquerelios (Bq) o curie (Ci). Ademas, la constante de decaimiento se define como:

_n(@2) 2

T

En la ecuacion anterior el parametro T se conoce como vida media y se define como
el tiempo necesario para que la mitad de los nucleos radiactivos iniciales se
transformen.

La ecuacion 1 indica como calcular la actividad para el caso mas simple, donde un
atomo inestable (padre) decae a un uUnico nucleo hijo, el cual es estable. Cuando el
nacleo padre decae a un ndcleo hijo que es también radiactivo, entonces el calculo de
la actividad se vuelve dependiente del equilibrio en las vidas medias de ambos nucleos
(21). Cuando la vida media An del nucleo hijo es menor que la del nucleo padre Ap se
tiene un equilibrio transitorio. En este caso la actividad del nacleo hijo se calcula de la

siguiente manera:

Ay (D) = Ap(t)% 3

Cuando la diferencia entre las vidas medias de ambos nucleos es muy grande se tiene
un equilibrio secular, y la actividad del nucleo hijo es aproximadamente igual que la

del ndcleo padre:

Ap(t) = Ay(t) 4

La informacion anterior permite determinar la cantidad de material radiactivo que se
tiene en una muestra a un cierto tiempo, pero esto no es suficiente para poder realizar
un calculo dosimétrico. Para poder determinar la dosis absorbida en un material es
necesario conocer el tipo de decaimiento radiactivo que posee este material. Algunos

de los decaimientos mas comunes son a, By y.
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3.1.1.1 Decaimiento alfa (a)

Este decaimiento se caracteriza por la emisibn de una particula a durante este
proceso. Una particula a es un nucleo de “He, con una energia de ligadura de siete
MeV/nucleon (21).

En fisica es comun que ciertas cantidades o propiedades se mantengan invariantes
durante el tiempo o en algun procedimiento, siendo la energia total, el momentum, la
carga, el nimero atémico Z y el numero de masa A (A=Z+N, donde N es el nimero de
neutrones del nucleo) las cantidades conservadas en cualquier decaimiento. En
particular, durante el decaimiento a se pierden 2 neutrones y 2 protones, que se
convierten en una particula a:

2X = 523Y + 3He

Un decaimiento es un proceso que requiere que exista la energia suficiente inicial para
producirse y el valor Q (energia liberada al separar los protones y neutrones de un
nudcleo) es el parametro que indica esta cantidad de energia disponible, lo que significa
gue conocer su valor permite determinar el tipo de decaimiento que puede ocurrir. En

un decaimiento a el valor Q se calcula en términos de las masas atomicas como:
Qa = [M(p) — (M(h) + mg)]c? 5

En la ecuacion anterior ¢ es la velocidad de la luz y M(p) y M(h) se refieren a las masas
del nucleo padre e hija, respectivamente. Este tipo de decaimiento se presenta en
nacleos pesados con Z>82 y posee un espectro de energia discreto, que varia entre
los 4y 9 MeV. Por ejemplo, el ?°Ra es un radiontclido que decae, mediante la emision
de una particula a, a ??°2Rn. Ademas del decaimiento a, existe otro decaimiento que se

caracteriza por poseer un exceso de neutrones en su nucleo, el B.

3.1.1.2 Decaimiento beta ([8")
Los atomos que decaen liberando particulas B poseen un mayor nimero de neutrones
en el ndcleo, respecto al numero de protones. En el nlcleo padre un neutrén se
transforma en un protdn, liberando un electrén () y un antineutrino electronico:

72X > 7Y te” + 7,
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Esta es una transformacién isobarica (no varia el numero de masa A), el espectro de
energia es continuo y para fines practicos en dosimetria el valor de energia promedio
gue una particula B adquiere es Q/3, donde el valor Q se calcula como:

Qp = {M(Z,A) —M(Z +1,A)} 6

Ademas del decaimiento B, existe otro decaimiento donde el nlcleo estd compuesto
mayoritariamente por protones pero que posee algunas caracteristicas similares, el p*.

3.1.1.3 Decaimiento beta (%)

Este decaimiento se caracteriza por tener un mayor nimero de protones en el nlcleo,
respecto al nimero de neutrones. En éste nucleo un proton se transforma en un
neutrén y se libera un positrén (%) y un neutrino electrénico:

IX > , Y +et +u,

De manera similar que el decaimiento B, esta también es una transformacioén isobérica,
el espectro de energia es continuo, pero este Ultimo se encuentra recorrido hacia la
derecha debido a la repulsién coulombiana del positron con el nucleo (Figura 1).
Ademas, el valor Q se calcula en términos de las masas atbmicas como:

Qpr ={M(Z,A) — (M(Z — 1,A) + 2m,}c? 7

Numero de particulas

0 Energia cinéticas de las particulas beta {EK)

Brow

Figura 1: Espectros B8 negativo y B8 positivo, adaptado de (21).

Este decaimiento compite con otro proceso conocido como captura electronica, y solo
se da si Q>1.022 MeV (21).
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Los 3 decaimientos anteriores mencionados emiten particulas cargadas, que definen
una manera de interactuar con la materia, sin embargo, existe un decaimiento que se

caracteriza por emitir particulas no cargadas, el y.

3.1.1.4 Decaimiento gamma (y)

Este decaimiento requiere de otro decaimiento previo, donde el nucleo hija resultante
quedod en un estado excitado, conocido como metaestable (*). En esta transformacion
la energia excedente del atomo hija es liberado como un foton y (21).

72X > X +y

El decaimiento y es una transformacion isomérica, donde los nucleos padre e hija
poseen los mismos valores de Z y A, pero difieren en su estado de energia. Otra
caracteristica de esta transformacion es que el espectro de energia es discreto, y el
valor Q de las particulas y se calcula en funcion de la energia Ey de éstas de la

siguiente manera:
Ey
2M(h)c?

Q, =E{1+ } 8

Las particulas y al atravesar algin material disminuyen su numero debido a las
interacciones que tienen con éste , fendmeno conocido como atenuacion (22). El
comportamiento de la atenuacion de los fotones se rige por la ley de atenuacion
exponencial:

I = Ioe_ux 9

Donde | e lo son la intensidad final e inicial del haz de fotones, x es el grosor del material
y U es el coeficiente lineal de atenuacion del material atravesado y el cual indica la
probabilidad de interaccién de fotones con éste. Este coeficiente se compone de la
probabilidad de interaccion del foton mediante efecto fotoeléctrico (), efecto Compton
(o), produccion de pares (k) y efecto Rayleigh (o,):

T

R L 10
p p P p T

En el efecto fotoeléctrico un fotdn interacciona con un electron de la érbita mas interna

de un atomo, cediéndole toda su energia al electron y en consecuencia liberandolo del

atomo. En el efecto Compton un fotén interacciona con un electron de las ultimas
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capas orbitales de un atomo, liberando a este electron y a un foton en distintas
direcciones. La produccion de pares consiste en la interaccion de un foton con un
atomo, produciendo un electron y un positron en direcciones opuestas. Este efecto
requiere que el foton incidente tenga una energia Q>1.022 MeV. Por otro lado, el
efecto Rayleigh consiste en la interaccion de un foton con un atomo, donde el Ultimo
vibra al absorber al primero, liberando un nuevo foton en una direccion ligeramente
diferente.

Una vez que se conocen algunos de los decaimientos mas importantes, lo siguiente

es conocer las caracteristicas especificas de los radiondclidos de interés.

3.1.2 Radionuclidos Y7Lu y ??°Ac

3.1.2.1 Caracteristicas del */7Lu

El 177Lu es un radionuclido que decae por B~ a ’’Hf, con una vida media de 6.65 dias.
El 78.6% de sus decaimientos es por - con una Epmax= 497 keV, el 9.1% decae por 3
con Epmax=384 keV y el 12.2% decae por 3~ a un estado metaestable con Epmax= 176
keV, de donde se producen fotones con energias de 113 keV y 208 keV. El esquema
de decaimiento se muestra en la Figura 2.

IT?LU

(Qg =0.4971 MeV)

0.32132

0.11295

0.24967

0

Figura 2: Esquema de decaimiento del ""Lu (23).

El 17’Lu es un radionuclido utilizado en medicina nuclear para terapia dirigida debido a
gue la penetracion promedio de sus particulas B en tejido suave es de 670 pum.
Ademas, la emision de fotones y permite obtener imagenes de la biodistribucion y

cinética del compuesto radiomarcado, antes y durante el tratamiento de un paciente.
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El "’Lu se puede obtener de un reactor nuclear mediante la reaccién 1’Lu(n,y)'"’Lu
o mediante la reaccién indirecta "6Yb(n,y)"’Yb 7Lu, donde se requiere una
separacion quimica posterior (23). Para poder utilizar las moléculas marcadas con
Y7Lu es necesario realizar pruebas de control de calidad, tales como  pureza
radionuclidica, pureza radioquimica y pureza quimica. La pureza radionuclidica se
refiere a la razdén de la radiactividad debida al radiontclido deseado respecto a la de
toda la muestra. Esta se determina con un detector de germanio hiperpuro y un
analizador de multicanal. La pureza radioquimica indica la proporcion de la
radiactividad del radionudclido deseado en la forma quimica deseada, respecto a la
muestra total, y esta se puede analizar utilizando papel y liquido cromatografico. Por
altimo, la pureza quimica se refiere a la cantidad del nuclido de interés, respecto al

total de la muestra, y éstos se separan mediante métodos quimicos (23).

3.1.2.2 Caracteristicas del 22°Ac

El 225Ac es un emisor a puro con una energia de 5.8 MeV y posee una vida media de
9.92 dias (24). Este radiontclido se produce a partir de un generador de ??°Th y posee
una cadena de decaimiento donde se emiten particulas a y B- (Figura 3).

233y

l @16 x105yr
229Th

l « 7340 yr
225R3

l B: 149d
225Ac

l a:9.9d
221Fy

l a: 4.9 min
2"At

l @ 323 ms

213Bj

B: 45.6 min (98:/.)//\\:1: 45.6 min (2%)

213pg 2097

a42 ps\“//az 22 min
209pp
l p:33h
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Figura 3: Esquema de decaimiento de ??5Ac (25).

Como emisor a posee un alto LET que permite irradiar localmente tumores malignos
disminuyendo el dafio a los tejidos laterales, ademas, posee una dosis de irradiacion
efectiva de 2-3 6rdenes mayor que la producida con particulas B (26).

Debido a las diferentes caracteristicas de estos radionuclidos se requieren distintos

tipos de equipos para poder detectar cada una de estas emisiones.

3.1.3 Detectores de radiacion

La radiacion es imperceptible para los humanos ya que no se puede oir, degustar, ver
o sentir. Debido a esto se han utilizado detectores de radiaciéon que permiten medir la
radiactividad en humanos, animales o cosas. En medicina nuclear estos detectores
suelen estar constituidos por un detector, una fuente de voltaje, amplificadores,
analizadores multicanal y un dispositivo de lectura (27). Uno de los detectores mas
utilizados en esta area son los contadores de pozo. El contador de pozo es un detector
de centelleo que puede ser solido o gaseoso. El detector de estado solido posee un
cristal centellador que genera luz cuando la radiacién ionizante incide en éste. La
cantidad de luz producida por el material centellador es muy poca, por lo que se utilizan
tubos fotomultiplicadores para compensar esta deficiencia (27).

3.1.3.1 Tubos fotomultiplicadores

Son tubos electronicos que emiten una corriente de electrones al ser estimulados por
luz, la cual es producida en el material centellador. La superficie interna del tubo esta
compuesta de un material fotoemisivo, es decir, que emite electrones cuando le incide
luz, por ejemplo, el Antimonio de Cesio (CsSb). El tubo posee en su interior un
fotocatodo, que emite los electrones y éstos ultimos son llamados fotoelectrones. Su
eficiencia de conversién de luz a electrones es de 1 a 3 fotoelectrones por 10 fotones
de luz que inciden en el fotocatodo. Asi mismo, dentro del tubo hay dinodos, los cuales
son pequeiios platos metalicos sometidos a un voltaje positivo y que atraen a los
fotoelectrones. Cuando un fotoelectron golpea un dinodo libera una gran cantidad de

electrones los cuales son atraidos al segundo dinodo, y este proceso se repite muchas
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veces. Finalmente, todos los electrones generados son recolectados por un anodo
(Figura 4).

Fotocatodo Fotoelectrén
. Dinodos Envoltura del tubo Vacio
Rejilla de enfoque
Ventana de entrada
f T
7 v X
TS T T TS T Anodo

I R
?
C

Fotoelectron
Sefial de
salida

>V

WA YA YA~ AR A W

Fuente de I

voltaje

Figura 4: Estructura de un tubo fotomultiplicador, adaptado de (27).

Los tubos fotomultiplicadores son colocados junto al material centellador. Entre los
materiales centelladores mas comunes se encuentra el Yoduro de Sodio, dopado con

Talio (Nal(Tl)) el cual pertenece a los centelladores inorganicos.

3.1.3.2 Centelladores inorganicos

Estos son cristales soélidos cuyo centelleo depende de las caracteristicas de su
estructura cristalina. Estos cristales poseen impurezas de otros atomos en su
estructura, los cuales son responsables del efecto de centelleo. EI detector de
centelleo mas comunmente usado en medicina nuclear es el Nal (Tl), el cual funciona
a temperaturas muy bajas, por lo que requiere del uso de nitrégeno liquido. Los
cristales son colocados dentro de un material de aluminio, con una ventana
transparente que permite el paso de la luz a los tubos fotomultiplicadores, los cuales
estan sellados herméticamente y protegidos a movimientos mecanicos (27).

El detector de Nal(Tl) permite medir la actividad proveniente de particulas 3 o y de

baja energia, por lo que es necesario conocer las caracteristicas de emision de los
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radionuclidos cuya actividad se desea medir, para poder saber si este detector es

adecuado para su medicion.

3.2 El cancer de préstata

La radiacion ionizante, como aquella producida por los radionuclidos mostrados, tiene
la capacidad de ionizar y excitar la materia. En materia viva como las células, el ADN
es el principal blanco donde los dafios generados producen muerte celular,
mutaciones y carcinogénesis (28).

La carcinogénesis genera alteraciones morfoldgicas y funcionales, derivadas de una
gran proliferaciéon de células malignas que pueden adquirir la capacidad de invadir
otros tejidos u 6rganos. Entre los tipos de cancer mas comunes estan el de pulmon,
estdbmago, mama y prostata. Respecto al cancer de prostata, en 2015 en México se
estimé una mortalidad de 13 por cada 100,000 hombres (10). La préstata es una
glandula y una de sus funciones primordiales es la de producir liquido seminal y el tipo
mas comun de este cancer en este sitio es el adenocarcinoma (29). La préstata suele
tener un tamafo de 3x4x2 cm y rodea la uretra prostatica, ademas, esta constituida
en dos terceras partes por una porcion glandular y una tercera parte es fiboromuscular.
El acino es la unidad funcional de la préstata y esta se compone de elementos
epiteliales y estromales, los cuales estan separados por una membrana basal (30). La
prOstata produce sustancias que promueven la reproduccién, y en condiciones
normales los andrégenos combinados con la testosterona producen
dehisdrotestosterona, y ésta estimula a las células estromales que producen los
factores de crecimiento y estimulan la produccion del Antigeno Prostatico Especifico
(PSA por sus siglas en inglés) (31). El PSA es una glicoproteina que se encarga de
la licuefacciéon del semen, y éste se distribuye de tal forma que en el compartimiento
seminal se concentra entre 0.5 y 5 mg/ml, en el interior de la glandula posee
concentraciones de hasta 1 mg/ml y en el compartimiento vascular de hasta 4 ng/ml.
No obstante, en presencia de un tumor estas cantidades aumentan. Cuando un tumor
crece demasiado, es posible que este se extienda a otras regiones creando
metastasis, las cuales generan mucho dolor al paciente y reducen su calidad de vida.

Estas metéstasis derivadas de células de cancer en prostata suelen ser de tipo

35



osteoblasticas, es decir, las metastasis migran a los huesos del cuerpo, tales como el
fémur, la columna vertebral, pelvis o el hiumero (32)(33).

Cuando la prostata presenta cancer se vuelve autocrina, pierde la membrana basal y
la capa de células estromales, y la parte epitelial es la Gnica que se mantiene intacta
produciendo grandes cantidades de PSA. Este aumento de PSA se utiliza como
marcador para evaluar presencia de tumores. Ademéas del PSA, existen otros
marcadores para el manejo del cancer de prostata, como el Antigeno Prostatico
Especifico de Membrana (PSMA) (31).

3.2.1 Antigeno Prostéatico Especifico de Membrana (PSMA)

La enzima glutamato carboxipeptidasa Il o PSMA es una glucoproteina
transmembranal formada por 750 aminoacidos que se localiza en la bicapa lipidica de
la membrana de células epiteliales de la prostata. EI PSMA participa en la proliferacion
celular y transduccién de sefales (34). Ademas, ésta se encuentra sobreexpresada
en el 95% de los casos de cancer de prOstata avanzado. Debido a esto, la
sobreexpresion del PSMA se utiliza como blanco terapéutico (35). Los niveles de
expresion de PSMA se correlacionan inversamente con el grado de diferenciacion
tumoral (36). Debido a la propiedad mencionada, PSMA es un blanco adecuado para
el desarrollo de radiofarmacos de blancos moleculares dirigidos a la deteccién y

tratamiento de cancer de prostata.

3.2.2 Los radiofarmacos

Los radiofarmacos contienen atomos radiactivos que, por su forma farmacéutica,
cantidad y calidad de su radiacion son administrados en humanos para dar
tratamientos de diagndstico o terapia. Dentro de los radiofarmacos los de tercera
generacion permiten localizar sitios especificos como receptores en una membrana
celular. Estos poseen un agente bifuncional entre el radionuclido y la molécula blanco
gue permite que ambos se enlacen, y utilizan un fragmento bioactivo que transporta el
radionuclido al sitio de interés (37). Este tipo de radiofarmacos permiten dar terapias
dirigidas (38).
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En particular, las terapias dirigidas o de blancos moleculares, utilizan moléculas que
interactian con blancos moleculares especificos involucrados funcionalmente en la
activacion de distintas vias intracelulares que conducen al crecimiento tumoral (39).
Las terapias de blancos moleculares son mas selectivas, dafilando menos a las células
normales y de esa manera reduciendo los efectos secundarios y mejorando la calidad
de vida (39).

Por otra parte, los radionuclidos utilizados para estas terapias suelen ser emisores 3,
o 0 en menor proporcion los electrones Auger. Los emisores B utilizados en terapias
dirigidas poseen un alcance que permite tratar pequefias masas tumorales, en algunos
casos como el 32P y el 89Sr poseen caracteristicas quimicas que les permite localizarse
de manera natural en el hueso (40), en otros casos como el 1’/Lu se emiten particulas
y ademas de las B por lo que se pueden obtener imagenes antes y durante un
tratamiento (6). No obstante, en algunos casos estos radiofarmacos generan
mielosupresion en los pacientes, en el caso de metastasis en la médula 6sea el
alcance de estas particulas B es una limitante en el tratamiento con éstos y se ha
observado que los pacientes con mCRPC no logran una remisién completa de los
tumores (4).

Por otro lado, los emisores a utilizados en terapias dirigidas poseen un mayor LET
comparado con los emisores B, teniendo una mayor capacidad para eliminar células
tumorales (4). También poseen un alcance menor que las particulas B pudiendo dafiar
directamente el ADN de células tumorales si es que este radiofarmaco es internalizado
correctamente en la célula. El corto alcance que poseen las particulas a las convierte
en una buena opcidén para tratar tumores pequefios que se encuentran en regiones
rodeadas por tejido radiosensible, como la médula 6sea. En algunos casos los
emisores a se dirigen de manera natural al hueso debido a su estructura quimica,
como el ??°Ra. Ciertos radiontclidos como el ??°Ac y el 222Ra han probado ser capaces
de eliminar tumores que eran resistentes a terapias convencionales (4)(16). Sin
embargo, los emisores a son elementos pesados que cominmente poseen una gran
cadena de decaimiento emitiendo atomos con la capacidad de romper la estructura
del radiofarmaco y ser liberados en sitios no deseados y como consecuencia producir

toxicidad en dérganos o tejidos sanos. Ademas, en algunos casos estos radiofarmacos
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poseen una vida media fisica larga y son captados en 6rganos de riesgo como los
rifiones (13). Por ltimo, algunos radiontclidos emisores a como el 22°Ac son dificiles
de producir por lo que son muy costosos.

Por otra parte, en el caso especifico del cancer de prostata el patron de expresion del

PSMA lo vuelve un excelente blanco para la terapia dirigida (41).

3.2.2.1 Inhibidores del Antigeno Prostéatico Especifico de Membrana

El sitio con actividad enzimética de PSMA contiene zinc y presenta alta afinidad por la
secuencia Glu-NH-CO-NH-Lys (acido glutamico-Urea-Lysina) presente en los
inhibidores de PSMA que se unen a esta region e inhiben efectivamente su actividad.
Previamente en el 2012 Eder & colegas propusieron un inhibidor de PSMA combinado
con un complejo de %Ga, donde la base de este farmaco poseia tres grupos
carboxilicos capaces de interactuar con las cadenas laterales del PSMA, un zinc que
se coordinaba con el oxigeno en el centro activo y una estructura aromatica capaz de
interactuar con el sitio hidrofébico activo de la enzima (42). La biomolécula creada
combinada con el inhibidor de PSMA se prob6 en ratones Balb/c, inoculados
previamente con células tumorales LNCaP. Los autores observaron que es necesario
gue un inhibidor interactte con todos los lugares de ligadura del PSMA para lograr una
buena internalizacion en ésta. El radiofarmaco permitié la obtencion de imagenes de
buena calidad de los sitios tumorales en el ratén probando la eficiencia de este
inhibidor de PSMA.

Del articulo anterior se concluye que los inhibidores de PSMA son eficientes para dirigir
un radiofarmaco a las zonas tumorales de cancer de prostata, permitiendo no solo
utilizar radiofarmacos para obtener imagenes, sino también para utilizarlos en terapias
dirigidas.

3.2.2.2 Radiofarmacos basados en inhibidores de PSMA (iPSMA)

El iIPSMA-LANIDER es un nuevo radiofarmaco desarrollado en el Laboratorio Nacional
de Investigacion y Desarrollo (LANIDER) que puede ser utilizado en los servicios de
medicina nuclear para detectar con alta afinidad a la proteina PSMA in vivo. Su

estructura incluye la molécula de reconocimiento biolégico B-naftil alanina=Glu-Urea-
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Lys(Nal) acoplada al agente quelante DOTA que hace posible su radiomarcado con
Y7L u (Figura 5).

La aplicacion clinica del inhibidor 7’Lu-iPSMA (6) ha sido probada en 10 pacientes
con cancer de prostata confirmado, recibiendo hasta cuatro ciclos de este
radiofdrmaco cada 8-10 semanas mostrando su capacidad para dirigirse a tumores
blandos y a metéstasis 6seas de cancer de prostata, disminuir el 50% de los niveles
de PSA y destruir al 70% de las lesiones metastasicas. Sin embargo, las metastasis
Oseas parecen responder menos a este tratamiento, respecto a las lesiones viscerales

o de los ganglios linfaticos.

Figura 5: Estructura quimica del 1""Lu-iPSMA, la region encerrada corresponde al iPSMA (6).

La pureza radioguimica de este radiofarmaco es del 99%, con una actividad molar
inicial de 70 GBg/umol antes de inyectarse a los pacientes.

El iPSMA-LANIDER es una molécula que actia como par terandéstico, es decir, que
puede ser marcado con emisores beta como el 1’’Lu, emisores gamma como el *™T¢
e inclusive con emisores alfa como el ??°Ac permitiendo su aplicacién con fines
diagndsticos y terapéuticos. El hecho de que se puede radiomarcar con %™Tc para
formar el %MTc-iPSMA (43) permite obtener imagenes diagnésticas en equipos
SPECT/CT. Cabe mencionar como ventaja adicional que el marcaje con **™Tc lo hace
mas econdmico y accesible dado que este radionuclido es facilmente obtenible de un
generador de **Mo/**™Tc, por lo que puede ser producido en mayor cantidad que el
68Ga y su aplicacién es mas viable ya que hay mas equipos SPECT/CT que equipos
PET/CT en el mundo.
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3.2.2.3 Radiofarmaco %23RacCl;

El radion(clido radio-223 (?*3Ra) es un emisor a, con una vida media de 11.4 dias, que
posee afinidad por el hueso permitiéndole unirse a la hidroxiapatita del hueso mineral,
en especial en lugares donde hay gran regeneracion 6sea, tal como en una metastasis
O0sea. Coleman & colegas reportaron el uso de dicloruro de radio-223 en 25 pacientes
con metéstasis 6seas mostrando buena tolerancia al tratamiento y leucopenia leve
(44). No obstante, debido a que se une a todo tipo de hueso, con este tratamiento
también se genera dafo al hueso sano, y debido a su incapacidad de ser unido a una
biomolécula para obtener un tratamiento mas dirigido se han buscado nuevos
radionuclidos emisores a.

Debido a que la mayoria de los tratamientos con emisores a se encuentran en fase
experimental usualmente las pruebas de la eficiencia de estos radiofarmacos no se
realizan en pacientes humanos y en su lugar se utilizan ratones para realizar este tipo
de pruebas. Dada la dificultad para lograr que un raton desarrolle cancer de préstata
0 metastasis 0sea, se han desarrollado modelos animales de metastasis 0seas

inoculando células tumorales en ratones (45).

3.2.3 Modelos de metéastasis 6seas

En el caso de los modelos preclinicos, estos permiten obtener informacion necesaria
para disefiar subsecuentes estudios clinicos con alguna droga, farmaco, etc. y existen
modelos in vitro e in vivo. Los modelos in vitro consisten en cultivos de un tipo de
células o de d6rganos, y permiten estudiar fendmenos biolégicos simples como
expresiones de genes o mutaciones especificas. Por otra parte, los modelos in vivo
estudian un fendbmeno de interés tal como sucede dentro de un organismo vivo y son
sistemas mas complejos que los primeros (46).

Las metastasis Oseas derivadas del cancer de prostata suelen ser de tipo
osteoblasticas, por lo que los modelos de metastasis dseas de interés son de tipo
osteoblasticos. Uno de los modelos animales in vivo de metastasis 6sea de tipo
osteoblastica es la placa de hueso ectopica. La placa de hueso ectopico consiste en
la inducciébn de nuevo hueso ectopico al implantar particulas de matriz 6sea
desmineralizada (PMOD) de manera subcutanea en ratones. Los fibroblastos rodean
las PMOD, transformandose en condroblastos que posteriormente se diferencian en
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condrocitos, se hipertrofian y entonces se empieza el proceso de osteogénesis. El
nuevo hueso es formado por osteoblastos en ese sitio. Este modelo es fécil de
manipular y reproducible.

Debido a que no existe un modelo animal ideal para estudiar las metastasis derivadas
del cancer de proéstata, se han planteado modelos diferentes al de hueso ectépico. En
1997 Sato & colegas (47) desarrollaron un modelo intraprostatico de metastasis 6ésea
donde ratones atimicos Balb/c fueron inoculados con células tumorales LNCaP en el
I6bulo dorsal de la préstata. Aunque este modelo produjo metastasis en pulmones y
ganglios linfaticos, la incidencia de metastasis 6seas fue so6lo del 10%.

Por su parte, Fisher & colegas (48) propusieron en 2002 un modelo intratibial de
metéstasis O0sea, donde ratones Balb/c fueron inoculados con células tumorales
LNCaP, PC3 y DU-145 en la tuberosidad anterior de la tibia, debajo de la diafisis de
ésta. Los ratones inoculados con PC3 y DU-145 desarrollaron tumores en la tibia, pero
aquellos inoculados con LNCaP no presentaron ningun cambio.

Otro modelo de metastasis convencional utilizado es el de inyeccion intracardiaca (49).
En este modelo las células tumorales se inyectan en el ventriculo izquierdo del corazon
de ratones atimicos. La mayoria de las metéstasis se producen en la metafisis de
huesos largos, pero en este modelo es dificil saber la patogénesis de estas metastasis
después de la inyeccion.

La eleccion de un determinado modelo de metastasis 6sea, depende del tipo de
células tumorales disponibles, del fendmeno especifico a estudiar y de la cepa de, por
lo que en ocasiones puede que sea necesario utilizar varios modelos antes de elegir
aguel gue se acople a un experimento de interés. Una vez que se cuenta con el modelo
de metastasis adecuado para generar los tumores deseados, es posible elegir el

método para realizar una buena dosimetria.

3.3 Dosimetria celular

Recientemente, se han realizado pruebas clinicas con terapias dirigidas utilizando
emisores B y electrones Auger (50). Mientras que éstos han sido estudiados
extensamente, se han empezado a investigar los emisores a por su alto LET. El primer

radionuclido aprobado para su aplicacion clinica fue el ?>Ra, de Xofigo.
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Un correcto tratamiento clinico necesita una buena planeacion, lo que incluye una
correcta dosimetria a tumores y 6rganos criticos. En tratamientos de terapias dirigidas
el esquema de la Dosis Médica de Radiacion Interna (MIRD) se considera como el
estandar para dosimetria. En este esquema se sabe que la dosis absorbida a un
organo no es uniforme, pero se considera que el promedio de ésta es suficientemente
representativa y que el radionudclido esta distribuido homogéneamente en la célula y
su medio extracelular. Esto es valido sélo si se considera que el rango de las particulas
emitidas por los radionuclidos es mayor que el tamarfio de la célula, lo que no sucede
para electrones Auger de baja energia (51). La mayoria de los estudios que evallan
la eficiencia de distintos radiofdrmacos a nivel celular o de pequefios tumores se
enfocan en emisores B y electrones Auger, siendo los estudios de particulas a muy
limitados.

Algunos estudios hechos en emisores B fueron reportados por Bardies & colegas (52)
en 1993, donde se calculd la fraccion de dosis absorbida de 22 radiondclidos utilizados
para radioinmunoterapia mediante simulaciones Monte Carlo. Por su parte, Faraggi &
colegas (53) en 1998 tabularon los valores de actividad acumulada absorbida en
nacleos celulares por emisiones de electrones de cinco radionuclidos. Este grupo
determind la actividad acumulada para distintas células, distintos tamafios y diferentes
distribuciones de radiactividad. Mas recientemente, en 2015 Sefl & colegas (54)
calcularon los valores S (dosis por unidad de desintegraciones nucleares) para células
esféricas, elipticas e irregulares, considerando los radiontclidos °™Tc, tIny 12, Los
calculos se obtuvieron mediante simulacién Monte Carlo con el codigo Geant4, donde
se observd que los valores S calculados con geometria esférica no deben ser
utilizados para geometrias irregulares de células, debido a errores en la estimacion de
dosis.

Aunque el ?°Ra fue el primer radionticlido emisor a aprobado para su uso clinico, por
sus propiedades quimicas no puede unirse a ninguna molécula trazadora, por lo que
no se puede utilizar para terapia dirigida (55). Por otra parte, algunos de los
radionuclidos emisores a que se han propuesto para utilizarlos en terapias dirigidas
son el 213Bi, 2?5Ac y 2'1At. El ??5Ac posee un gran potencial terapéutico debido a la

emision de cuatro particulas a de gran energia y a la facilidad para unirlo a una
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molécula trazadora. No obstante, su capacidad para romper la molécula quelante y su
alto costo dificultan mucho que se realice una investigacion mas amplia con este
radionuclido (56).

Lee & colegas (50) en 2018 estudiaron el efecto del LET de las particulas a del 22°Ac,
213Bj y 212Pp a partir de la determinacion del valor S y su posterior comparacién con
algunos emisores B. Las células se consideraron esféricas, se modelaron cuatro
tamafos distintos, las fuentes se consideraron isotrépicas Yy distribuidas
uniformemente en cada compartimento celular. Los valores S se obtuvieron del
software MIRDcell. Para determinar las diferencias de los valores S entre particulas a
y B se estudiaron seis lineas celulares: BON-1, NCI-H727, DU-145, PC-3, A375 y
A2058. Se observé en general que el 2?°Ac lograba un depdsito de dosis 4-5 veces
mayor que el ?12Pb y ?13Bj, y asi mismo un depdsito 240-520 veces mayor que el 177Lu.
La dosis absorbida por los nucleos celulares fue altamente dependiente de la
internalizacién del radiofarmaco y del tipo de radionuclido. Cuando un emisor a era
correctamente internalizado al nucleo la dosis aumentaba por un factor de 2.3.

Los trabajos anteriores muestran por lo tanto que para el caso de emisores q, es
necesario realizar una dosimetria que requiere conocer la distribucion de la actividad
como funcion del tiempo a nivel celular y subcelular, asi como una adecuada
representacion de la geometria de la célula. Como se revisé en estos trabajos en
estudios in-vitro se suele representar a una célula y su nucleo como esferas
concéntricas, cuyas dimensiones son facilmente calculadas, sin embargo, en la
realidad esta idealizacién puede generar errores, por lo que es recomendable conocer
la correcta geometria del objeto de estudio. La metodologia MIRD es eficiente para
determinar el valor promedio de la dosis absorbida a cada compartimento celular
cuando se trata con muchas particulas de bajo LET ya que logran generar un efecto
biolégico visible y la variacion estadistica del deposito de energia a una célula es
minima. No obstante, con particulas de alto LET un solo evento en el nucleo celular
puede producir un gran efecto biolégico, debido a que estadisticamente el nUmero de
estas particulas que atraviesan el nicleo son muy pocas, por lo que una variacion en
su numero es importante y, ademas, el corto alcance de una particula a puede producir

un gran depdésito de energia en el nacleo (20). Como consecuencia, es necesario
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lograr una adecuada internalizacién del radiofarmaco en la célula, la cual depende

completamente de la biomolécula que se utilice para dirigir el radiondclido.
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Capitulo 4

Metodologia
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4.1 Obtencion y preparacion del Y’Lu-iPSMA

El péptido inhibidor de PSMA (iPSMA) fue sintetizado por Ontores Biotechnology Co.,
Ltd (Zhejiang, China), con una pureza >98%, y analizado por HPLC (RP-HPLC) y
espectroscopia de masa. El cloruro de lutecio (*"’LuCl2) se obtuvo como una solucién,
estéril y libre de portadores, de "’LuCl2 en 0.04 M de HCL, con una actividad de 40
GBg/ml (EndolucinBeta, ITG Alemania) (43).

En nuestro estudio el ’Lu-iPSMA se prepard a partir de una férmula liofilizada
multidosis bajo condiciones asépticas en una instalacion certificada por GMP
utilizando el método descrito por Luna-Gutiérrez et. al. (2017). Para la sintesis
radioquimica, el vial de Y7LuCls (40 GBg/ml) fue colocado en una jeringa y se le
agregaron de 1-1.5 ml de bufer de acetato (1 My pH 5.0). El volumen total fue extraido
con una jeringa estéril y utilizado posteriormente para marcar el kit liofilizado de
IPSMA. El vial reconstituido fue calentado en un bafio seco a 95 °C por 30 min.
Después se dej6 enfriar a temperatura ambiente.

4.1.1 Evaluacion de la pureza radioquimica

La pureza radioquimica fue evaluada utilizando un radio-HPLC equipado con un
detector de radioactividad (Gaby, Raitest, Alemania) y una columna Bondapak C18 (5
um; 3.9x300 mm). Los andlisis se realizaron con un gradiente lineal de 0.1 % TFA con
agua (solvente A) y 0.1 % de TFA con acetonitrilo (solvente B), con un flujo de 1 ml/min,
y de 0 a 70 % del solvente B en 20 minutos.

El método empleado para la evaluacion de la pureza radioquimica fue la misma para
el 17Lu-iPSMA y para el 2?°Ac-iPSMA.

La solucion de 22°Ac (Figura 6) se obtuvo de la empresa Isotope Technologies
Garching (ITG, Alemania). El radiondclido se obtuvo en un vial en una concentraciéon

de 0.1 M. La preparacion se realizé de manera analoga al 1’/Lu-iPSMA.
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Figura 6: Solucién de ??5Ac

4.3 Cultivo celular

Las células de cancer de préstata LNCaP (PSMA positivo) fueron cultivadas en medio
RPMI-1640 suplementado con antibiéticos (penicilina y estreptomicina, 100 pg/ml) y
suero bovino fetal a una concentracion final de 15 %, usando una atmésfera

humidificada con CO:z al 5% y una temperatura de incubacion de 37 °C.

4.4 Modelo de inoculacion intradseo de metastasis 6sea

Se emplearon 15 ratones macho CD1 de 6 a 8 semanas de edad, distribuidos
aleatoriamente en dos grupos; I. Grupo control sano, y Il. Grupo inoculado con células
de cancer LNCaP. Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de bioterio,
con agua y alimento a libre demanda, con temperatura de 20-24°C, humedad de 40-
55% y ciclos de luz/obscuridad de 12x12 horas.

Para el procedimiento quirargico los ratones fueron anestesiados con Pentobarbital
sbédico y bajo condiciones asépticas se realizé una incision en la articulacion

femurotibial izquierda del ratén (Figura 7).

Figura 7: Incision intramedular, a través de la articulacién femurotibial del raton
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Se inyect6 una cantidad de 5 pl de una suspension de células LNCaP (1x107 cels/ml)
en la incision realizada y después la herida se suturd con hilo seda. Se marco el raton
con un plumén en distintas zonas para indicar el lugar de incision. Tomando el dia de
operacion como cero, se esperaron de 4 a 6 semanas para el desarrollo de las
metéstasis. Durante este periodo de tiempo se reviso al ratdn al menos dos veces por
semana en busca de alguna anormalidad o patologia presentada en éste. Para
verificar el progreso tumoral se obtuvieron imagenes por rayos X y radioisotopicas

usando *°®"Tc-RGD en el equipo de imagen preclinica Xtreme (Figura 8).

=

Figura 8: Equipo Xtreme utilizado para toma de imagenes

Cumplido el tiempo de incubacion en el raton, éste fue sacrificado utilizando gas
isoflurano. Previo a la toma de muestras, se realiz6 exanguinacion por via cardiaca
directa. Se tomaron como muestras los lugares de inoculacién de la metastasis, asi
como el, rifidén, higado o cualquier érgano que pudiese brindar informacion de la
presencia de metastasis. Los residuos bioldgico-infecciosos se almacenaron en

congelacion hasta su depésito en empresa responsable para tal fin.

4.4.1 Histopatologia de las muestras

Una vez obtenidas las muestras de los tejidos u érganos de interés se colocaron éstos
en distintos frascos con formol durante 24-72 horas. Después se cambi6 el formol de
las muestras por alcohol al 70 %, donde se dejaron por al menos 24 horas. En el caso
del hueso obtenido del raton, debido a su dureza, este se coloc6 en una solucion de

EDTA (8 %, pH neutro) la cual fue cambiada cada 24 horas durante 14 dias.
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El tratamiento de las muestras requiri6 un proceso de deshidratacion previo a su
fijacion en parafina el cual consistié en la transferencia de la muestra a soluciones con
diferente porcentaje de alcohol hasta llevarlas a xileno, de acuerdo a lo mostrado en

el siguiente diagrama de flujo (Figura 9).

Alcohol 70% Alcohol 96%-I Alcohol 96%-II Alcohol 100%-I
(una hora) (una hora) (una hora) (una hora)
( ) N
Parafina-| Xileno-II Xileno-I Alcohol 100%-II
L (tres horas) ) (una hora) (una hora) (una hora)
4 N
Parafina-Il
(tres horas)
J

Figura 9: Procedimiento de deshidratacion de las muestras

Para la fijacion en parafina se usaron unas pequefas bases de aluminios donde se
colocaron los Cassettes con las muestras sobre las que se agreg0 la parafina caliente
(Figura 10). Una vez solidificada la parafina, se obtuvo un pequefio cubo de parafina
con la muestra en su interior (Figura 10). Las muestras embebidas en parafina se
colocaron en un microtomo para realizar cortes de 5 um de espesor. Los cortes fueron
colocados con mucho cuidado dentro de una soluciéon de agua, grenetina y alcohol
(Figura 10) y se montaron sobre laminillas electrocargadas verificando su adecuada
distribucion. La fijacion de la muestra en resina se realizé en el departamento de
patologia de la Facultad de Medicina de la UAEM. Las muestras montadas en las
laminillas se sumergieron en distintos reactivos, dentro de una campana de extraccion
(Figura 12), de acuerdo al diagrama de flujo de la Figura 13. Una vez terminado este
procedimiento la muestra se colocd en un microscopio para la obtencion de la imagen

de dicho corte.
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Figura 10: En la izquierda equipo utilizado para colocar las muestras en parafina, en el centro las muestras de
hueso en parafina, en la derecha el microtomo y la estufa de calentamiento

Alcohol Xileno
—>
(10 lavados)

Hematoxilina
<« <«
(Tres min)
Alcohol &cido
(tres lavados)
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Alcohol Alcohol 96%-II Alcohol 96%-I Eosina

xileno-I| (10 lavados) (10 lavados) (tres min)

(10 lavados)

Alcohol xileno-I

—>[ Montar con resina ]
(10 lavados)

Figura 11: Procedimiento de hidratacion y tinciéon de las muestras

Figura 12: Reactivos utilizados para fijacion en resina

Una vez terminado este procedimiento la muestra se coloc6 en un microscopio para

la obtencién de la imagen de dicho corte.

4.5 Fraccion de actividad depositada en cada compartimiento celular

Para determinar la fraccion de energia depositada en cada compartimiento celular
(membrana, citosol, nucleo) se utilizd el kit de extraccion nuclear (2900,
MerckMillipore, USA). A las células LNCaP, contenidas en un tubo de centrifuga, se
les agregd 15 pl de ?2°Ac-iPSMA y se midié su actividad en un contador de pozo. El

tubo se incubd durante al menos una hora a temperatura ambiente. Para eliminar el
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exceso de radiofarmaco, las células LNCaP en un tubo de centrifuga se lavaron con
PBS frio. El tubo se colocé en una centrifuga a 250g por 5 minutos a una temperatura
de 4°C. Posteriormente, se retird el sobrenadante del tubo y se resuspendio el botdn
celular con 40 ml de PBS frio. Se volvié a centrifugar de la misma manera que se hizo
anteriormente y se retiré el sobrenadante. El volumen restante del tubo se recuperé y
la actividad en ese volumen se anot6. Se agregd bufer de lisis citoplasmico al botén y
se resuspendié cuidadosamente. Se incub6 por 15 minutos en hielo para
posteriormente centrifugarlo de la misma manera. El sobrenadante se retir6 y se
resuspendio el botdn celular en budfer de lisis citoplasmico.

Con una jeringa de calibre 27 se tomé la muestra del tubo y se solt6 en el mismo,
repitiendo el proceso 5 veces. El boton celular se centrifugé a 8000g por 20 minutos a
4°C. Se coloco el sobrenadante en otro tubo limpio, y se etiqueté como porcién
citosdlica.

El boton celular se resuspendié en 2/3 partes del volumen original, previamente
calculado. Con ayuda del bafer de extraccion nuclear y con una jeringa de calibre 27
se tomd la muestra del tubo y se soltd en el mismo, repitiendo 5 veces hasta
resuspender por completo el boton. La muestra se colocé en un agitador durante dos
minutos y posteriormente se centrifugd a 16000g por 5 minutos a 4°C y se transfirio al
sobrenadante a otro tubo limpio. El sobrenadante se transfirié a otro tubo limpio y se
etiquetd como la porcién nuclear.

Finalmente se midié la actividad en la porcidon citosélica y la porcion nuclear, y se
obtuvo la fraccion de actividad depositada en cada compartimento respecto al valor

inicial total.

4.6 Modelo biocinético

Se utilizaron tres ratones, por cada grupo, los cuales habian desarrollado metastasis
Oseas durante 4-6 semanas. Los ratones fueron inyectados intravenosamente con 300
UCi de Y7Lu-iPSMA, o con 15 pCi de ?2°Ac-iPSMA. El primer raton fue sacrificado una
hora después de recibir la administracion del radiofarmaco, el resto de los ratones
fueron sacrificados a las 4, 48, 96 y 192 horas. Para cada ratdn se extrajo el hueso

con metastasis, los rifiones, el intestino, los pulmones, el bazo y el higado y se
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determind la actividad en estos 6rganos con ayuda de un contador de pozo. Con los
valores del porcentaje de actividad por gramo de 6rgano, obtenidas en la seccion
anterior, se construyeron curvas de actividad en funcion del tiempo para cada 6rgano.
Con ayuda del software OLINDA el modelo radio-biocinético del *"’Lu fue ajustado de
la siguiente manera:

A(t) = Be~B1+2R) 4 Ce~(B2+AR) 4 pe=(AB3+AR) 11

En la ecuacion anterior las As son las vidas medias biolégicas y Ar es la vida media
fisica del radionuclido. El software OLINDA permitié obtener las constantes B, C, D,
asi como las lambdas bioldgicas de cada término exponencial. A partir de la ecuacion
anterior se obtuvo el numero de desintegraciones totales o actividad acumulada para

cada 6rgano mencionado de la siguiente manera:

N = [27A®)dt 12

Para el caso del 2°°Ac se realiz6 el mismo tipo de ajuste exponencial que en la
ecuacion 11, donde la constante Ar utilizada fue la del ?2>Ac debido a que el andlisis
de la cadena de decaimiento de éste se simplific6 suponiendo un equilibrio secular

entre el ndcleo padre y sus decaimientos.

4.7 Simulacion Monte Carlo

Para estimar la dosis absorbida se determinaron factores de dosis con simulacion
Monte Carlo con el codigo MCNPX 5. La forma del hueso trabecular se simulé de
forma cilindrica, dentro del cual se consideraron cinco de los principales componentes
del microambiente éseo (osteocitos, osteoblastos, osteoclastos, matriz 6sea y células
LNCaP, Figura 13). La geometria de las células LNCaP se asumio elipsoidal, con un
tamafio de 6.7 um de eje mayor y 3 um de eje menor. Se supuso que este hueso
trabecular tenia una densidad 1 g/cm3. Se considerd la distribucion de la fuente
homogénea y en la superficie de cada uno de los tres compartimientos celulares
(nucleo, citoplasma y membrana) utilizando la informacion obtenida previamente con
el kit de extraccion nuclear. En todas las simulaciones se asumié un flujo inicial de
1x10° particulas. Para el ?2°Ac, se calcularon primero las emisiones de particulas a,
seguidas de los fotones y electrones, excepto en el caso del tumor donde sdlo se
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considerd la contribucion de las particulas a ya que se asumié que esta fue mucho
mayor que la de las otras particulas. Para el ’’Lu se consideraron los fotones y los
electrones solamente. Aquellas emisiones con energias menores a 1 keV no fueron
simuladas, ya que se supuso que su deposito de energia fue local. La energia
depositada (MeV) por transformacion nuclear y gramo de nucleo celular se convirtié a
Grays por unidad de desintegracion para obtener los valores DF.

Figura 13: Microambiente éseo disefiado por MCNPX 5

4.8 Céalculo de la dosis absorbida
Para el caso del 7Lu-iPSMA, la dosis absorbida al nucleo celular se calcul6 de la

siguiente manera:
— \'7 2
Dy = Xp=a[2j=1 NiDFeny ] 13

Donde Dy, es la dosis absorbida (Gy) al nucleo celular f, Nj es el numero de

transformaciones nucleares en la region j dentro de la célula f y DF es la dosis
absorbida por unidad de desintegracion (Gy/Bq) originada en la region j de la célula f.
Con lo anterior, la dosis promedio que recibieron los nucleos de las células de cancer

de prostata se obtuvo de la siguiente manera.

D,=—L 14

Para el caso del ?2°Ac-iPSMA, se tomaron en cuenta las contribuciones en dosis
obtenidas por las emisiones a, electrones y fotones, asi como el valor del RBE,

excepto para el tumor donde solo se tomd en cuenta la contribucién por emisiones de

particulas a.

54



Dp; = X71[RBEq 351 Nj Sk b DF iy + Xi=1 Ny e kaF,f&ﬁ’;& ol 15

Donde Dy, es la dosis absorbida (Gy) al nucleo celular f, Nj es el nUmero de
transformaciones nucleares en la region j dentro de la célula f, DF,f‘(nf@j)es la dosis

absorbida debida a emisiones a por unidad de desintegracion (Gy/Bq) originada en la

region j de la célula f, DF,f&ﬁ;ﬂ_D es la dosis absorbida debida a emisiones de electrones

y fotones por unidad de desintegracion (Gy/Bq) originada en la regién j de la célula f,
bk es la fraccion del decaimiento del radionlclido k y RBE« es la eficiencia biolégica

relativa para particulas a.

La dosis promedio final que absorbieron los nucleos de las células metastasicas se

calcularon también con la ecuacion 14.

4.9 Biodistribucion de los radiofarmacos

Para determinar la biodistribucion del 7Lu-iPSMA vy el ?2°Ac-iPSMA dentro de los
ratones se formaron cinco grupos con tres ratones cada uno. Los ratones fueron
criados e inoculados como se menciono previamente en la seccion 4.4. La actividad
inicial del radiofarmaco preparado de acuerdo con lo explicado en la seccion 4.1y 4.2,
se midio previo a ser administrado por via intravenosa al raton y posteriormente, se
midio la actividad residual con ayuda de un contador de pozo (Figura 14). Después se
dejé pasar una hora y se tomaron las imagenes de rayos x y radionuclidicas con el
equipo Xtreme al primer grupo de ratones. Una vez obtenidas las imagenes, los
ratones del primer grupo se sacrificaron utilizando cloroformo. Se extrajo la sangre del
ratdn con una jeringa y se midié su actividad y las cuentas por minuto (cpm). Después
se extrajeron los siguientes 6rganos: pulmén, higado, bazo, riflones, intestino, hueso
sano (esqueleto) y hueso con metastasis. Se obtuvieron las cuentas por minuto de
cada 6rgano con ayuda del contador Auto-in Vtron 4010 y al final se pesaron en una

bascula (Figura 14).
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Figura 14: En la izquierda el contador de pozo, en la derecha el equipo Auto-in Vtron 4010

Se retird con cuidado el musculo de los dos huesos, el sano y el que poseia el tumor,
hasta dejar expuesta la metéfisis y se colocaron en dos viales de 0.6 ml, que tenian
un pequefio hoyo en el fondo. Estos viales se colocaron dentro de unos viales mas
grandes de 1.5 mly se centrifugaron a 10 000 g durante 30 segundos. De esta manera
se obtuvo la médula de ambos huesos, donde estaban contenidas las células
tumorales, y a estos se les midieron las cpm

A las 4, 48, 96 y 192 horas posteriores a la administracion del radiofarmaco se repitio
el procedimiento para los otros grupos de ratones, respectivamente. Los 6érganos
fueron guardados en frascos con una solucion fijadora de paraformaldehido
amortiguado al 4% para su posterior andlisis histolégico siguiendo el procedimiento

mencionado en la seccion 4.4.1.

4.9.1 Verificaciéon de la estabilidad del 2?°Ac-iPSMA

Para la verificacion de la estabilidad del 22>Ac-iPSMA se utilizaron tres ratones, criados
bajo las condiciones mencionadas en la seccion 4.4, a los cuales se les inyectaron en
promedio 15 pCi de ??°Ac-iPSMA. A las 0, 24 y 96 horas; posteriores a la
administracion del radiofarmaco, se tomaron imagenes de rayos X y radionuclidicas.
Posteriormente, los ratones se sacrificaron utilizando cloroformo para obtener los
siguientes oOrganos: corazon, pulmoén, higado, bazo, rifiones, intestino, estdbmago,
hueso sano y hueso con metéstasis. Se obtuvo una imagen radionuclidica de todos

los 6rganos juntos para visualizar la captacion del radiofarmaco en cada uno de estos.
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Con el equipo Auto-in Vtron 4010 se obtuvieron las cuentas por minuto (cpm) tanto de
la sangre como del resto de 6rganos obtenidos. El proceso se repitidé para los otros
dos ratones a los tiempos mencionados y se obtuvo una grafica de la relacion de la

actividad entre 6rgano/sangre.
4.10 MIRDcell

Con ayuda del software MIRDcell v2.1 se analizé la eficiencia del ’’Lu y el ?>Ac para
eliminar células tumorales, donde éstos fueron colocados en la membrana de estas
células. Debido a que el software solo maneja geometrias esféricas, se supuso que el
nucleo celular tenia un radio de 3 um y un tamafio total de 6 uym, asi como una distancia
entre células de 13 um. Se tomaron dos regiones de prueba para analizar la cantidad
de células vivas y muertas que habian después de que el 80% y 40% de ellas habian
sido radiomarcadas. También se supuso que la actividad promedio por célula era de
1 Bqg. Bajo las condiciones mencionadas se obtuvieron imagenes que mostraban para
una poblacién seleccionada, la cantidad de células muertas, vivas, radiomarcadas o

no.
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Capitulo 5

Resultados y discusion
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5.1 Modelo intradseo de metéstasis 0sea
El modelo de metéstasis 6sea de verificO a través de imagenes radioisotépicas con
9mTc-RGD (57), cuya diferencia en la captacion de la articulacion femurotibial fue un

indicativo de la progresion de la metastasis.

Figura 15: A laizquierda se muestra el ratdon 2 semanas después de la inoculacion, a la derecha se muestra el

mismo a las 4 semanas, el punto rojo representa la mayor captacion del radiofarmaco *°"Tc-RGD

En la Figura 15 se observa un incremento en la captacion del radiofarmaco en la
articulacion izquierda del raton, relacionado con una progresion de la angiogénesis en
esa zona, lo cual esta ligado a la progresiéon de la masa tumoral (58). En estas
imagenes se elimind la captacion del radiofarmaco en la regién de la vejiga debido a
gue producian interferencia en la region de la pata inoculada. Otro indicador del
progreso de la metastasis se baso6 en el andlisis visual del hueso inoculado, el cual
tenia manchas negras y era mas suave, con respecto al hueso sano.

Para corroborar el desarrollo de metastasis se realiz6 histologia al hueso (Figura 16).
La figura mostrada es de un corte longitudinal del hueso inoculado, obtenida con un

aumento de 400x del microscopio.

P

Figura 16: Corte de hueso con metéastasis 6sea obtenida con un aumento de 400x, donde se observa la matriz

6sea (1) junto con osteocitos (3) y células tumorales (4). El hueso fue teflido con hematoxilina y eosina.
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En la Figura 16 se resalta la matriz 6sea de color rosa fuerte (1) en la regién central,
células tumorales (2) de mayor tamafio, osteocitos (3) dentro del osteoplasma y
osteoblastos (4) (59). La médula 6sea se muestra como un pequefio canal blanco del
lado izquierdo de la figura. En esta figura se observa una gran diferencia en la
estructura de las células de hueso normales, con respecto a las células tumorales cuyo

tamafo es mayor y no tienen forma definida.

Figura 17: Tumor 6seo en un ratén CD1 macho

En la Figura 17 se muestra el tumor desarrollado en la pata inoculada, el cual se
resalta con una flecha. Su consistencia es mas viscosa y blanda, con respecto al

hueso sano.

5.2 Verificacion de la estabilidad del 22°Ac-iPSMA
Para verificar que el radiofarmaco 22°Ac-iPSMA se mantuviese estable en el tiempo se
tomo una imagen radionuclidica de todos los érganos de interés, asi como del hueso

sanoy el inoculado, y las cuales se obtuvieron inyectando 15 uCi de 22°Ac-iPSMA. Los

organos de interés, colocados en una caja de Petri, se muestran en la Figura 18.

i

Figura 18:Organos extraidos del tercer raton a la izquierda, su imagen radionuclidica a la derecha
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En la Figura 18 se observan los organos extraidos del raton, sacrificado 96 horas
después de que se le administrara el radiofarmaco. En la imagen radionuclidica se
utiliza una escala de arcoiris donde las zonas de color rojo son las de mayor emision
de radiacion y las de color magenta son las de menor emisién. Se puede ver en la
figura que los 6rganos de mayor captacion son los rifiones y el higado, lo cual es de
esperarse pues son 6rganos encargados de filtrar las sustancias que llegan al cuerpo,
aungue esto puede representar una limitante en un tratamiento. De hecho, Kratochwill
& colegas (17) mencionan que el riidn es uno de los 6érganos limitantes en pacientes
humanos, y que los dafios renales pueden aparecer afios después de recibir este tipo
de tratamiento, pero debido al corto periodo de tiempo de sobrevida que usualmente

tienen los pacientes, este dafio puede no ser notable.

Figura 19: Captacion del radiofarmaco ?*>Ac-iPSMA por las metastasis 6seas. Imagen radionuclidica de las
extremidades del raton a las 96hrs posteriores a la administracion del radiofarmaco. La pata izquierda es aquella

que presenta el tumor, mientras que la pata derecha esta sana.

Adicionalmente, en la Figura 19 se muestra la imagen de rayos X y radionuclidica de
los dos huesos, donde el hueso izquierdo fue inoculado con células LNCaP y el hueso
de la derecha no. Con base en la escala de arcoiris mencionada se puede observar
gue existe una mayor captacion en el hueso que fue inoculado, tal como se esperaba.
En el periodo de tiempo en que el raton tenia radiofarmaco dentro de organismo no se
observd ningun dafio aparente en el mismo, mostrando que éste raton tolerd los
efectos del radiofarmaco.

La Grafica 1 se muestra la relacion de actividad del érgano/sangre para cada 6rgano

obtenido y para los tres tiempos analizados: 0, 24 y 96 horas. En esta gréfica se
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observo que el rifion tuvo la mayor captacion del radiofarmaco, puesto que se encarga
de excretar las sustancias del cuerpo mediante orina, la cual es una de las principales
vias de eliminacién del radiofarmaco. Asi mismo, el higado capté una gran cantidad
del radiofarmaco, ya que se encarga de filtrar las sustancias de la sangre. Respecto a
esto, previamente Kratochwill & colegas (60) habian mencionado durante un
tratamiento con ??°Ac-PSMA-617 que los rifiones y el higado debian ser vigilados para
asegurar que no recibiesen un dafio como consecuencia, sin embargo, concluyeron
gue en su estudio estos 6rganos no representaban una limitante para el tratamiento.
Ademas, es necesario mencionar que el hueso con metéstasis tuvo mayor captacion
gue el hueso sano, siendo 3.6 veces mayor al tiempo 0, 1.4 veces al tiempo t=24 hrs
y 1.3 al tiempo t=96 horas.

500

Il Ratén 1 (0 hrs)
B Raton 2 (24 hrs)

400 ~ I Raton 3 (96 hrs)

300

200

100

Relacién actividad organo/sangre

Gréfica 1: Relacion de la actividad en 6rgano/sangre del radiofarmaco 2?°Ac-iPSMA en el tiempo.

Esta grafica mostrd que la captacion en pulmén, bazo, intestino, estbmago y corazon
es muy baja, logrando minimizar el dafio a estos 6érganos de riesgo. Conforme
transcurre el tiempo la captacion de estos Organos se vuelve despreciable,
disminuyendo cualquier riesgo de dafio importante. Esta grafica es un buen indicador

de que este tratamiento tiene una buena captacion en el hueso con metastasis y que
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en el resto de los dérganos la eliminacion del radiofarmaco es adecuada, que en

términos de proteccion radiolégica es conveniente.

5.3 Modelos biocinéticos
El proceso de biodistribucion del "’Lu-iPSMA permitié obtener una tabla donde se
muestra el porcentaje de dosis por érgano, los cuales se muestran en la Tabla 1. Todas

las incertidumbres de los datos de las tablas posteriores se colocaron en el anexo 3.

Tabla 1: Porcentaje de dosis por érgano (MBg/h), en funcién de los cinco tiempos de biodistribucién
Organo 1h 4 h 48 h 96 h 192 h
Pulmodn 0.21750 0.11100 0.00150 0.00020 0.00050
Higado 5.85900 3.5700 0.283500 0.08400 0.03150

Bazo 0.18810 0.12420 0.00990 0.00009 0.00001
Rifiones 5.08800 3.15880 0.23320 0.03975 0.00795
Intestino 2.77448 2.66912 0.33364 0.03512 0.001756

Tumor 0.09030 0.08930 0.05590 0.03420 0.01040
Esqueleto  0.04180 0.03850 0.01210 0.00440 0.00110

Los datos de la tabla anterior se ingresaron al software OLINDA y el programa permitié
determinar el modelo biolégico de cada 6rgano. A cada modelo biolégico se le sumo
la constante de decaimiento fisica del radiontclido de interés (*’/Lu o ??°Ac) en el
exponente del término exponencial para poder obtener el modelo biocinético del
radiofarmaco. En la Tabla 2 se muestran los valores de las constantes B, C, D, Ast,
As2, As3 basados en la ecuacion 11.
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Tabla 2: Constantes de los modelos biolégicos de los érganos

Organo B C D Ae1(hY)  As2(hl) Az (h?)

Pulmon 0.488 0.259 0.0154 20.6 0.242 0.0485

Higado 4.71 2.15 0.202 0.263 0.0542 0.0103

Bazo 3.82 0.244 0.156 23.5 1.79 0.0576
Rifiones 2.93 2.77 0.59 0.411 0.073 0.0286
Intestino 0.488 2.69 0.317 17 0.0427 0.0428

Tumor 4.24 0.277 0.646 22.2 0.0106  0.0106

Esqueleto  0.439 0.0103  0.0425 21.6 3.35 0.0253

Con los datos de la tabla anterior se pudieron obtener los modelos biocinéticos para
el Y7Lu-iPSMA vy el ?25Ac-iPSMA en cada uno de los érganos mencionados. No
obstante, a continuacion, se muestra solamente el modelo biocinético de ambos

radiofarmacos para el tumor.

A(t) = 4.24e72220% 4 0.277e 700158 + 0.646e 0015 16
A(t) = 4.24e722203t 4 0.277e 70014t + 0.646e 70014 17

En la ecuacién 16 se muestra el modelo biocinético del "’Lu-iPSMA y en la ecuacion
17 el modelo biocinético del 2?°Ac-iPSMA para el tumor. Como se puede observar los
modelos biocinéticos de ambos son muy parecidos, debido a que la constante fisica
de ambos radiondclidos no varia demasiado, siendo de 4.3467*103 h'l para el 1"/Luy
de 2.9113*102 h! para el ?*°Ac. Una vez obtenidos los modelos biocinéticos se
determinaron el numero de desintegraciones por MBg inyectado para cada

radiofarmaco a partir de la ecuacién 12, cuyos valores se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Numero de desintegraciones de los radiofarmacos *"Lu-iPSMA y ?25Ac-iPSMA en cada érgano
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Organo Desintegraciones N Desintegraciones N
(MBqgs/MBq) 1"7Lu-iPSMA (MBqs/MBq) ??°Ac-iPSMA

Pulmén 49.2 49.7
Riflones 2187.7 2242.4
Higado 2452.8 2543.4
Bazo 101.4 103.6
Intestinos 2301.5 2373.9
Tumor 223.3 246.9

Esqueleto 52.5 55.1

Como se puede observar de la tabla anterior, los valores del numero de
desintegraciones entre ambos radiofarmacos no variaron mucho. Ademas, se puede
observar que la mayor captaciéon de ambos radiofarmacos fue en los rifiones, debido
a que su funcion es de filtrar los desechos en la sangre y el radiofarmaco es inyectado
en la vena de la cola del ratén, y es debido a esto que es importante asegurar que el

radiofarmaco pueda ser eliminado lo mas rapido posible.

5.4 Dosis absorbida

La dosis absorbida en los 6érganos se calcul6 siguiendo el procedimiento especificado
en la seccion 4.8. En la Tabla 4 se muestran los DF utilizados para los calculos con
225Ac. Se consider6 sélo el DF del érgano fuente como blanco, debido a que el alcance
de las particulas alfa es de 100 ym en tejido blando por lo que se desprecié la
contribucion entre distintos 6rganos.

En la Tabla 5, se muestran todos los DF utilizados para los céalculos con '7’Lu, en
unidades de mSv/MBqgs. Para estos calculos se consideraron las contribuciones de
depdsito de energia de varios 6rganos fuente hacia un érgano blanco, incluyendo el

caso donde el blanco también era fuente. En el caso del tumor, s6lo se consider6 el
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caso donde el blanco era la fuente, debido a que el tumor fue desarrollado en la pata
del ratdn, suficientemente lejos del resto de los érganos, por lo que se desprecio la
contribucion desde éstos. Ademas, se pudo observar que la contribucion de los DF del
225Ac es mucho mayor que la del Y7Lu, debido al tipo de particulas que ambos
radionuclidos emiten. Con los datos de las tablas 3, 4 y 5 se calcularon las dosis a los

organos.

Tabla 4: Factores de dosis del ?®>Ac, con unidades de mSv/MBgs

Organo DF 225A¢ (mSv/MBgh)
Pulmon 9.41E5
Rifiones 2.72E5
Higado 4.72E4
Bazo 1.06E3
Intestinos 5.31E4
Tumor 6.7E6
Esqueleto 1.25E4

Tabla 5: Factores de dosis del 77Lu, con unidades de mSv/MBqs

Fuente Pulmén Intestino Rifiones Higado Bazo Esqueleto Tumor
Blanco
Pulmén 2.1E-1 3.3E-6 4.5E-6 6.1E-4 4.8E-6 1.1E-3 -
Intestino 3.2E-6 14E-2 48E-5 3.1E-5 6.8E-6 3.8E-6 -
Rifiones 4.7E-6 4.8E-5 75E-2 48E-5 21E-4 5.6E-6 -
Higado 6.3E-4 4.0E-5 5.1E-5 1.3E-2 9.6E-6 7.1E-5 -
Bazo 4.9E-6 7.4E-6 2.0E-4 9.6E-6 2.0E-1 4.1E-6 -
Esqueleto 1.1E-3 3.5E-6 5.1E-6 6.4E-5 3.9E-6 2.0E-2 -
Tumor - - - - - - 2.2E0
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Tabla 6: Dosis absorbida en los érganos, debida al *"7Lu-iPSMA y al ??>Ac-iPSMA

Organo Dosis 7Lu-iPSMA (mGy) Dosis 225Ac-iPSMA (mGy)
Pulmén 11.8 650.0
Intestino 31.7 1750.8
Riflones 164.6 8467.7
Higado 32.8 1666.3
Bazo 20.9 1058.1
Esqueleto 1.28 9.6
Tumor 486.8 2296.3

Al comparar las dosis en el tumor entre ambos radiofarmacos se observé que el 22°Ac-
iPSMA produjo una dosis aproximadamente 5 veces mayor que el ’Lu-iPSMA, lo cual
se puede deber al RBE entre ambas particulas, y cuyo valor es mencionado por
Sgouros & colaboradores (20). Esto implica que en un tratamiento con ambos
radiofarmacos se requeriria una dosis menor de 2?°Ac-iPSMA para generar unos
efectos similares al "7Lu-iPSMA, ofreciendo una clara ventaja del primero con
respecto al segundo para un tratamiento de metastasis dseas tal como mencionan
Azorin & colegas (5), ademas de que el efecto del primero no se ve afectado por el
grado de oxigenacion de las células, tal como se menciona en el panfleto 22 del MIRD
(61). Ademas, comparando los valores de la Tabla 6 con los resultados de la Gréfica
1 vemos que existe una correlacién, siendo los rifiones el 6rgano con mayor captacion
del radiofarmaco y el que mayor dosis recibe. Este 6érgano podria ser un limitante para
el tratamiento con 2?°Ac-iPSMA debido al dafio que podria producirle, no obstante,
este radiofarmaco solo se daria a un paciente si todos los demas tratamientos no
funcionan, tal como lo plantea Kratochwill (17), por lo que este dafio colateral podria
ignorarse. También se puede observar de la Tabla 6 que para los rifiones la razon de
dosis entre ambos radiofarmacos es de 51, una diferencia mucho mayor que con el
tumor, lo cual puede deberse a que los rifiones se componen de tejido mas suave que
el hueso y se ven afectados mayormente por las particulas alfa. No obstante, tal como
se ve en la Grafica 1 la eliminacion bioldgica del radiofarmaco es muy alta, siendo que
en 24 horas se ha reducido la actividad en este 6rgano a un 20% aproximadamente,
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por lo que probablemente el dafio no sea grave. En este caso habria que considerar
la aplicacion simultdnea de una radioprotector especifico que evite la acumulacion no

selectiva del radiofarmaco en el rinén.

5.5 MIRDcell

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos con el software MIRDcell,

obtenidos conforme al procedimiento mencionado en la seccién 4.10.
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Figura 20: Colonia celular irradiada con 22°Ac, en una regién de 30 ym, con 80% de las células radiomarcadas

En la Figura 20 se observan las células que hay en una region esférica de 30 um de
radio, donde las células rosas fueron marcadas por el radiofarmaco y murieron como
consecuencia, y las células verdes no fueron marcadas pero también murieron debido

a la radiacion proveniente de las células contiguas rosas.
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Figura 21: Colonia celular irradiada con 22°Ac, en una region de 100 um, con 80% de las células radiomarcadas

En la Figura 21 se observa una misma colonia celular de mayor tamafio, pero con las
mismas caracteristicas que el caso anterior. Nuevamente se observa que no hay

ninguna célula viva.
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Figura 22: Colonia celular irradiada con 2?°Ac, en una region de 40 um, con 40% de las células radiomarcadas

En la Figura 22 se colocé la misma colonia celular, pero suponiendo que solo el 40%
de las células estaban radiomarcadas. Aun asi, se observa que todas las células estan
muertas. Esto se debe a que el alcance en tejido de las particulas alfa del ?2°Ac es de
unos 100 um, por lo que en esta pequefia region todas las células se ven afectadas

por la radiacion emitida por el radiofarmaco.
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Figura 23: Colonia celular irradiada con 1’7Lu, en una regién de 80 um, con 80% de las células radiomarcadas

En la Figura 23 se tiene la misma colonia, pero esta vez se simul6 la administracion
del radiofarmaco marcado con *’’Lu. Nuevamente se puede observar que todas las
células estan muertas, pero en el caso de las células no marcadas se debe a la
irradiacion de las células marcadas lejanas. Esto se debe a que el "/Lu emite
particulas beta y fotones que poseen un alcance mayor a las alfas, por lo que su
depdsito de energia se realiza mayormente en las células no adyacentes, pero debido
al gran numero de células de cualquier manera se logra que todas reciban radiacion.
Aungue en estas imagenes no se puede percibir, mientras mayor sea la cantidad de
células radiomarcadas mayor sera la dosis de radiacién que absorban éstas. En la
practica, dependerd de la molécula trazadora la cantidad de células que sean
radiomarcadas, pero como vimos de las figuras anteriores, aun con un bajo

radiomarcado el ?2>Ac es capaz de eliminar todas las células en el volumen visto.

70



Capitulo 6

Conclusiones
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6.1 Conclusiones

Se logro desarrollar un modelo animal de metéstasis 6sea, con baja letalidad para los
ratones utilizados, reproducible y que permite desarrollar los tumores desde las dos
semanas de inoculacion.

También se observé que dentro del periodo de tiempo comprendido para la evaluacion
de la estabilidad del ?2°Ac-iPSMA el radiofarmaco mantenia su forma original y tenia
una buena captacion en el hueso con metastasis, mientras que en el resto de los
organos la captacion era baja, salvo en el higado y los rifiones, pero bastaron un par
de dias para eliminarlo completamente. Otra buena observacion fue que bastd con
una pequefia actividad de este radiofarmaco (15 pCi) para obtener una buena
captacion del radiofarmaco que se ve reflejada en una imagen de buena calidad
adecuada para el diagnostico y seguimiento de las metastasis 6seas. Comparando la
actividad inyectada entre el 2°Ac y el 1’7Lu se observé que se requiere menor cantidad
de ésta para poder obtener una buena imagen con el ?*>Ac que con el segundo
radionuclido.

Se observé que el 6érgano de mayor captacion de ambos radiofarmacos fueron los
riiones, debido a que se encargan de filtrar la sangre, que es la via de administracion.
También se observé que el 22°Ac-iPSMA produce una dosis aproximadamente 5 veces
mayor que el Y7Lu-iPSMA, siendo de 2.3 Gy por MBq inyectado para el ?>Ac-iPSMA
y de 0.5 Gy por MBq inyectado para el ’Lu-iPSMA, por lo que se podria decir que el
RBE es aproximadamente 5 para las particulas alfa, respecto a las particulas beta en
este caso. Las ventajas del tratamiento con 2?°Ac-iPSMA son que puede generar
rompimientos de doble cadena en las células tumorales, es eficaz para destruir células
tumorales hipoxicas porque su efecto es independiente de la oxigenacion de éstas,
puede producir radicales libres al interactuar con los tejidos y debido a su corto alcance

se logra minimizar el dafio a tejidos u rganos sanos circundantes.
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6.2 Trabajo a futuro

En el trabajo actual no se pudo comparar la eficiencia de los radiofarmacos estudiados
con el del ?*>Ra debido a que este Ultimo no estaba disponible, por lo que seria
conveniente tener esto en cuenta para futuras referencias. Este trabajo estuvo
pensado para poder comparar la eficiencia entre los dos radiofarmacos utilizados, por
lo que podrian utilizarse estos resultados para ayudar a crear una planificacion para

tratamientos con 22°Ac-iPSMA de metastasis 6seas en México en el futuro.
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Anexo 2: Articulo publicado (no adjunto)

Anexo 3: Incertidumbres

En esta seccidn se colocaron las incertidumbres asociadas a los datos de las tablas

mostradas en el capitulo 5.

Tabla 7.1: Porcentaje de dosis por érgano (MBg/h), en funcion de los cinco tiempos de biodistribucion, incluyendo

sus incertidumbres

Organo 1h 4 h 48 h 96 h 192 h
Pulmodn 0.21750 0.11100 0.00150 0.00020 0.00050
+0.0153 +0.0070 +0.0015 +0.0002 +0.0001
Higado 5.85900 3.5700 0.283500 0.08400 0.03150
+0.5887 +0.3259 +0.0630 +0.0210 +0.0210
Bazo 0.18810 0.12420 0.00990 0.00009 0.00001
+0.0185 +0.0227 +0.0036 +0.0001 +0.00001
Rifiones 5.08800 3.15880 0.23320 0.03975 0.00795
+0.4718 +0.2677 +0.0106 +0.0239 +0.0027
Intestino 2.77448 2.66912 0.33364 0.03512 0.001756
+0.0790 +0.1405 +0.1141 +0.0263 +0.0004
Tumor 0.09030 0.08930 0.05590 0.03420 0.01040
+0.0493 +0.0454 +0.0299 +0.0186 +0.0069
Esqueleto  0.04180 0.03850 0.01210 0.00440 0.00110
+0.0166 +0.0199 +0.0033 +0.0022 +0.0003

En la tabla 1.1 se observan las incertidumbres asociadas a cada valor de la tabla 1,

como se puede ver para las incertidumbres asociadas a los valores de la ultima

columna, en algunos casos la incertidumbre es tan grande como el valor al que se

refiere, lo cual puede deberse a que ésta es demasiado pequefia para poder ser

distinguida mejor por el equipo.

Tabla 8.1: Dosis absorbida en los 6rganos, debida al *’Lu-iPSMA y al 225Ac-iPSMA, con sus incertidumbres

Organo

Pulmon

Dosis "’Lu-iPSMA (mGy)
11.8

Dosis 2?5Ac-iPSMA (mGy)

650.0
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+0.303 +0.001

Intestino 31.7 1750.8
+0.13 +0.02
Rinones 164.6 8467.7
+0.16 +0.08
Higado 32.8 1666.3
+0.29 +0.02
Bazo 20.9 1058.1
+0.044 +0.021

Esqueleto 1.28 9.6
+0.001 +0.001
Tumor 486.8 2296.3
+0.04 +0.02

En la tabla 6.1 se observan las dosis absorbidas para ambos radiofarmacos, con sus
incertidumbres. En ningun caso las incertidumbres superan el 3% y en todos los casos
la incertidumbre es mayor para el ¥7Lu-iPSMA. Con estos datos se observa que la

razon de dosis para el tumor es 4.72+0.0004.
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