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1 RESUMEN

El carcinoma hepatocelular (CHC) presenta limitadas alternativas de tratamiento a causa de la poca
sintomatologia que la enfermedad exhibe en estadios tempranos, cuando las intervenciones
quirurgicas son posibles. La alta sensibilidad que tiene el higado a los agentes quimioterapéuticos
hace que las alternativas farmacoldgicas sean pocas, por lo que la tasa de mortalidad del CHC es del

95%, posicionandose en los primeros lugares de muertes por cancer.

Existen sistemas farmacoldgicos basados en blancos moleculares de reconocimiento especifico que
buscan disminuir el dafio a los tejidos sanos. Estos sistemas estan constituidos por compuestos que
interaccionan s6lo con proteinas que se encuentran sobre expresadas en las células tumorales. Un
ejemplo de ello es el péptido inhibidor del antigeno prostéatico especifico de membrana (iPSMA) que
interacciona con la proteina PSMA que se encuentra sobre expresada principalmente en el cancer de
préstata, pero también en otros tumores incluido el CHC. Otro ejemplo es el péptido bombesina (BN)
que interaccionan con la proteina del receptor del péptido liberador de gastrina (GRPr) que

igualmente se encuentra sobre expresado en células de diferentes tipos de cancer entre ellos el CHC.

En este proyecto se realizé la sintesis de nanoparticulas de 6xido de samario ("*Sm,O3 NPs) a través
de la metodologia de precipitacion/calcinacion, las Sm20O3 NPs presentaron forma cuasi-esféricas con
tamafios hidrodinamicos de 83 nm para las calcinadas a 600 °C y de 149.6 nm para las calcinadas a

900 °C; ambos sistemas mostraron estabilidad en medio acuoso con un potencial Z mayor a -20 mV.

Las "*Sm,03; NPs se activaron por irradiacion neutrénica y se funcionalizaron con el péptido
heterodimérico iPSMA-BN para obtener el nanosistema de radioterapia de blancos moleculares
especificos 1%Sm,0s-iPSMA-BN, el cual se evaluo en las lineas celulares HepG2 (PSMA+, RGPr +)
y PC3 (PSMA-, RGPr +). El nanosistema mostré mayor internalizacion, toxicidad y afinidad para las
células de Carcinoma Hepatocelular (HepG2). Debido a las propiedades radioluminiscentes
observadas en %3Sm,03-iPSMA-BN, fue posible obtener imagenes Opticas de su biodistribucion en

ratones Balb-C, las cuales mostraron una mayor acumulacién del nanosistema en el Higado.

Estos resultados sustentan el posible uso de ***Sm,0s-iPSMA-BN NPs como un nuevo radiofarmaco

en la terapia dirigida e imagen molecular del CHC.

e
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2 ABSTRACT

Hepatocellular carcinoma (HCC) presents limited treatment alternatives due to the few symptoms
that the disease exhibits in early stages when surgical interventions are possible. HCC is ranked
second as a cause of mortaliy worldwide due to the limited availability of donors and the high

sensibility of healthy hepatic tissue in response to current treatments (mortality rate of 95%).

There are pharmacological systems based on specific recognition molecular targets that seek to reduce
damage to healthy tissues. These systems are made up of compounds that interact specifically with
proteins that are over-expressed in tumor cells. For example, the protein-specific membrane antigen
inhibitor (IPSMA) peptide, which interacts with the PSMA protein overexpressed mainly in prostate
cancer, but also in other tumors including HCC. Another example is the peptide bombesin (BN),
which interact with the GRPr protein that is also over-expressed in cells of different types of cancer
including the CHC.

In this project, the synthesis of samarium oxide nanoparticles ("*Sm.O3z NPs) was carried out through
the precipitation/calcination methodology, Sm20s NPs presented quasi-spherical shape with
hydrodynamic sizes of 83 nm for calcined at 600 ° C and of 149.6 nm for calcined at 900 ° C; both

systems showed stability in an aqueous solution with a Z potential greater than -20 mV.

"Sm,0; NPs were activated by neutron irradiation and functionalized with the iPSMA-BN
heterodimer to obteain the *3Sm,03-iPSMA-BN NPs system, which was evaluated in the HepG2
(PSMA +, RGPr +) and PC3 (PSMA-, RGPr +) cell lines. The nanosystem showed high
internalization, toxicity and affinity for HepG2 cells. Due to the radioluminescent properties observed
in the %%Sm,03-iPSMA-BN nanoparticles, it was possible to obtain optical images of ther

biodistribution in Balb-C mice, wich showed a main accumulation of the nanosystem in the liver

These results support the possible use of °3Sm,03-iPSMA-BN nanoparoticles as a new

radiopharmaceutical system in targeted therapy and molecular imaging of HCC.
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El CHC en estadio intermedio y avanzado representa una problematica de emergencia por su alta
incidencia en mortalidad a nivel mundial, segun los datos de la OMS se encuentra en el segundo lugar
de mortalidad por cancer y presenta una tasa de mortalidad del 95% debido a las pocas alternativas
de tratamiento consecuencia de la alta sensibilidad que presenta el higado en respuesta a los agentes

quimioterapéuticos (1,2).

Las alternativas de tratamiento para el CHC en los estadios tempranos (Clasificacion BCLC) incluyen
reseccion, trasplante y ablacién percutanea (3,4) pero cuando la enfermedad se encuentra diseminada
se utilizan tratamientos paliativos, uno de los cuales esta tomando popularidad es la administracion
de sorafenib (5).

Otra alternativa terapéutica es la quimo-embolizacion transarterial (TACE) que consiste en utilizar
microparticulas, las cuales son administradas en la arteria hepatica, con la intension de generar
embolizacion, necrosis y la muerte de las células de cancer (3,6). Sin embargo, una de las principales
complicaciones es el sindrome post-embolizacién que ocurre en un 90% de los pacientes (7,8). Otro
proceso similar a TACE es la radioembolizacion que implica el uso de un radionuclido como agente
terapéutico (9,10) con la ventaja de una disminucion en la frecuencia de aparicion del sindrome post-

embolizacion (11).

Las principales complicaciones que se tienen con la radioembolizacion es que el proceso en si genera
nuevas lesiones en el higado y a pesar de que los estudios reportan una mejor tasa de control de la
enfermedad en comparacion con TACE las tasas de supervivencia libre de progresion no superan los
9 meses (9,10). El principal radiontclido utilizado es Y que se obtiene del generador *°Sr/*%Y,
donde el %°Sr con vida media de 28.8 afios, hace la separacion del °°Y un proceso costoso (12).

La nanotecnologia puede ser aplicada para obtener un profundo impacto en la prevencion, diagnéstico
y tratamiento del cancer (13-15) debido a un fendmeno de transporte en el tejido conocido como
efecto pasivo de permeabilidad y retencion aumentada (EPR). Este efecto se favorece por el
crecimiento desmesurado y desorganizado de los vasos sanguineos y proliferacién irregular de las
células endoteliales, generando un incremento en las fenestraciones que permiten la migracién de las
nanoparticulas, impulsadas por un gradiente de concentracion, situacion que no es posible en el
endotelio del epitelio sano. Si ademas, estas nanoparticulas se conjugan con ligandos de

reconocimiento especifico obtenemos un proceso EPR activo (16-18).

e
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El desarrollo de nanoparticulas de 6xidos metalicos especialmente de los metales transicion interna
como Lu, Dy, Ce, Eu, Sm, entre otros han desencadenado una extensa aplicacion en catélisis,
electrénica, sensores opticos, dispositivos de luminiscencia, magnéticos de alto rendimiento y
medicina debido a sus ricos estados de valencia, vasta area superficial y variedad de estructuras

electronicas (19-28).

En el caso de nanoparticulas de Oxido de Samario: Sm2Os, se tienen reportados una amplia variedad
de metodologias de sintesis que van desde precipitacion hasta bio-reduccion (19,21,29-33) y aunque
no se tiene reportes de su uso médico, si se tienen aplicaciones médicas del is6topo *3Sm en
formacion de complejos, para uso en radiofarmacos aceptables para estrategias terapéuticas como

radiosinoviortesis y el tratamiento paliativo en las metastasis 6seas (9,34,35).

El 3Sm no se encuentra en forma abundante en la naturaleza, siendo necesaria su activacion a partir
de Sm20s enriquecido con ¥2Sm como resultado de la reaccion (n, y), en reactores nucleares, ademas
su alto valor de seccion transversal (o) hace que no sean necesarias altas energias. Debido a las
caracteristicas de este radionuclido la investigacion sobre su uso en el &rea médica tanto para

tratamiento como diagndstico de enfermedades ha ido en aumento (12,34,36).

13



4 OBJETIVOS
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4.1 Objetivo general

Sintetizar por precipitacion-calcinacion las nanoparticulas de Sm»0Os, funcionalizarlas con el péptido

iPSMA-BN vy caracterizarlas fisicoquimicamente, asi como estudiar el efecto en sus propiedades

estructurales y bioguimicas enfocadas al reconocimiento molecular al activarlas por irradiacion

neutrénica a >*Sm en el Reactor Triga Mark Il para su posible uso en el tratamiento de carcinoma

hepatocelular.

9)

h)

)
k)

4.2  Objetivos especificos

Realizar la sintesis de Sm2O3 NPs por precipitacion/calcinacion

Caracterizar las Sm203 NPs por TEM, TGA, XRD, UV-Vis, FT-IR, DSL y potencial Z
Funcionalizar las Sm>0O3 NPs de forma directa incorporando al proceso de sintesis mediante
adsorcion del péptido iPSMA-BN en la superficie.

Caracterizar el sistema Sm>03-iPSMA-BN NPs por TEM, DSL, UV-Vis, FT-IR y potencial
z

Activar el nanosistema de Sm>O3 NPs con irradiacion neutronica en el reactor Triga Mark 111
por 20 horas y funcionalizar con péptido iPSMA-BN.

Evaluar el efecto estructural por la irradiacion neutronica en el nanosistema °3Sm;0s3-iPSMA-
BN NPs mediante TEM, DSL y Potencial Z

Evaluar la afinidad de los receptores PSMA Y GRPr a los nanosistemas *3Sm,03 NPs y
1535m,03-iPSMA-BN NPs por pruebas de competencias en microplaca en células HepG2 y
PC3

Evaluar la internalizacion de los nanosistemas *3Sm,03; NPs y **Sm,03-NPs iPSMA-BN
NPs en células HepG2 y PC3.

Evaluar citotoxicidad mediante analisis clonogénico y XTT de los sistemas N'Sm,03-NPs,
1585m,03 NPs y 1*3Sm,03-iPSMA-BN.

Evaluar la biodistribucion in vivo de **3Sm,03-iPSMA-BN NPs

Analizar la luminiscencia generada por Sm;03 NPs y *Sm,03-iPSMA-BN NPs

15



5 JUSTIFICACION
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El reto en el desarrollo de radiofarmacos es encontrar un radionuclido que permita un equilibrio entre
la actividad especifica, propiedades de emision, penetracion en el tejido, energia emitida, tiempo de
vida media, asi como una especificidad y penetrabilidad adecuadas en el érgano blanco, para poder
tener una interaccion controlada en el organismo en donde sera administrado y con ello evitar un dafio
colateral por radiacion. Un ejemplo es el uso de microparticulas de °°Y en el tratamiento del CHC
que, aunque ha mostrado tener una eficacia significativa, debido a una adecuada energia de emision
y penetracion en el tejido, tiene como inconveniente el dafio colateral al tejido hepatico sanolo que
representa una complicacién para su uso como tratamiento de primera linea. Ademas de que las

formulaciones de °°Y tiene un costo elevado debido al alto costo de produccion.

Las nanoparticulas se acumulan en el ambiente tumoral a causa del efecto EPR pasivo, por lo tanto
el uso de nanoparticulas formadas por radionuclido aumentaria la actividad especifica en el tumor y
con ello se incrementaria la dosis de radiacion sin representar riesgo para el resto del tejido en el
6rgano blanco u otros tejidos adyacentes sensibles al efecto de la radiacion, si ademas estas
nanoparticulas se funcionalizan con moléculas que interaccionan de forma selectiva con proteinas
sobre expresadas en las células tumorales, se incrementa la especificidad y si ademas el radionuclido
que constituye las nanoparticulas puede ser detectado a través de tomografia por emision de foton
unico (SPECT) o tomografia por emision de positrones (PET) se tiene un sistema que permite obtener
un registro espacio-temporal a nivel molecular para el diagndstico del cancer o seguimiento de la

progresion de la enfermedad.

El presente trabajo se enfoca en la sintesis de *3Sm,03; NPs funcionalizadas con el péptido iPSMA-
BN, seguido por la valoracion de su comportamiento “in vitro” e “in vivo” con el fin de un posible
uso en tratamiento radioldgico dirigido a celular tumorales del CHC. Se tiene la ventaja que el *3Sm
tiene una vida media de 48 h, con emisiones gama lo cual puede ser una alternativa para que *3Sm,Os-
iPSMA-BN NPs puedan ser utilizadas como marcador en imagen molecular o en cirugias

radioguiadas.
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Si se realiza la sintesis de nanoparticulas de SmsO- activadas por irradiacion neutronica (***Sm) y se
les unen varias moléculas del péptido iPSMA-BN, entonces se produce un sistema heterobifuncional
capaz de incrementar las uniones multivalentes del **Sm,03-iPSMA-BN NPs a sus receptores
especificos de GRPry PSMA, aumentando con ello la dosis de radiacién en las células tumorales del
carcinoma hepatocelular, generando dafio irreparable en las células de cancer, ademas de la obtencién

de imagenes moleculares de las zonas de interaccion.
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7.1 Carcinoma Hepatocelular

El cancer es una de las enfermedades que actualmente esta generando un problema considerable en
la mortalidad y morbilidad a nivel mundial, de acuerdo con los datos estadisticos de la OMS en 2018

se tuvo un estimado de 18.1millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes por cancer (2).

El cancer ha sido definido como un proceso multifactorial desarrollado en multiples eventos
fisiologicos, con alteraciones en los mecanismos de regulacion de replicacion genética, del
crecimiento, division o desarrollo celular, con eventual migracion a otros tejidos desarrollando
proliferaciones maligna o metastasis. A medida que se forma una masa de tumor, el tejido sano
circundante no puede competir con esas células por un suministro adecuado de nutrientes, lo que lleva
a la apoptosis y necrosis de las células sanas seguida de la disfuncion de los érganos primarios y
finalmente la muerte (37).

Un tipo de cancer que cobra particular interés es el CHC por ser uno de los principales canceres de
higado, reportado en el 90% de todos los canceres de este 6rgano y el tercero con la mortalidad méas
alta a nivel global, resultado en méas de 500,000 muertes anuales, con una tasa de mortalidad del 95%,
donde a causa de la limitada disponibilidad de donantes y la poca sintomatologia en estadios

tempranos e intermedios, genera que solo el 10% de los pacientes reciba terapias curativas (1,2).

La enfermedad inicia con la alteracién de hepatocitos maduros por modificaciones genéticas que
Ilevan a procesos de necrosis, inflamacion y regeneracion, algunas de estas alteraciones desencadenan
la resistencia a apoptosis y mecanismos de ciclo celular acelerado lo que lleva a la generacion de
poblaciones monoclonales las cuales finalmente se convierten en nddulos displasicos que evoluciona
a CHC; una caracteristica particular de la enfermedad es que puede estar latente por muchos afos
pasando de estadios tempranos a intermedios sin presentar sintomas, momento en donde los
tratamientos curativos son posibles, siendo diagnosticada la mayoria de veces en estadios avanzados

donde solo es posible utilizar tratamientos paliativos (38,39).

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de CHC son las infecciones cronicas por virus de
Hepatitis B (VHB), el virus de hepatitis C (VHC), seguidos por cirrosis, la exposicion a Aflatoxina
B, el consumo de alcohol y otras enfermedades metabdlicas. Se tienen reportes que colocan a la

infeccion de VHB como la principal causa pero se ha observado que la incidencia de los factores de

21



riesgo varia en funcion a la zona geogréafica, aun con estas variaciones las infecciones por virus de

hepatitis son las que encabezan los factores de riesgo (40).

La mayoria de los criterios de clasificacion de CHC publicados comprenden sistemas de puntuacion
basados en el analisis de las relaciones entre los parametros clinicos, radiolégicos o patoldgicos y de
supervivencia. Hay 7 Esquemas de clasificacion para el CHC: Okuda, TNM (Tumor, node,
metastasis), CLIP (Cancer of liver Italian Program), BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer),

Francesa, CUPI (Chinese University Prognostic Index) y JIS (Japan Integrated Staging) (3,4).

Sin embargo, en la actualidad, el Unico algoritmo que estratifica a los pacientes segun el resultado y
vincula simultaneamente la clasificacion de la enfermedad con la indicacion de tratamiento es el

sistema de estatificacion BCLC y es el mayormente utilizado (4,41).

El sistema de clasificacion BCLC utiliza 3 variables para clasificar el grado de la enfermedad; como
primer variable toma en cuenta las caracteristicas del tumor, donde se valora el nimero de nddulos y
su tamafio, también contempla si se presenta diseminacion extrahepatica e invasion vascular
(metastasis); como segunda variable cuantifica la funcion hepatica con la clasificacion Child-pugh
(tabla 1) y finalmente valora el estado general de salud de los pacientes tomando como referencia el
desemperio del ECOG (por sus siglas en ingles Eastern Cooperative Oncology Group) (Tabla2)
(4,42).

Tabla 1: Clasificacion de Child-Pugh, evalla el estado de la funcion del higado y la afectacion
sistémica en la cirrosis hepatica. (42)

Puntaje

Puntos 1 2 3

Albumina >53¢/L 28-35g/L <28g/L

Bilirrubina <2mg/dL 2-3mg/dL >3mg/dL

Protrombina INR | <1.7 1.7-2.3 >2.3

Ascitis Ausente Temprana Moderada o severo
Encefalopatia Ausente Temprana (grado I-11) con | Avanzada (grado I11-1V)
hepatica respuesta a medicacion refractaria a tratamiento
Clasificacion

Child-Pugh A B C

Total, de puntos 5-6 7-9 10-15
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Tabla 2: Clasificacion ECOG, presentando en grados PS (Por sus siglas en ingles performance

status) de 0 a 5 en funcidn al estado clinico del Paciente.

Grado PS

Descripcion

0 Asintomatico, funcional e independiente

1 Sintomatico, restringido en actividad extenuante, pero ambulatorio y con capacidad
laboral

En cama o silla <50%

En cama >50%

Postrado al 100%

GBI

Muerto

A parir de estas variables, el sistema BCLC divide en 5 grupos los estados del CHC que van de 0
hasta D (tabla 3) (4,42,43).

Tabla 3: Clasificacion del CHC con base en el BCLC (42)

Clasificacion |0 A B C D
Parametros
Estadio Muy Temprano | Intermedio Avanzado Terminal
temprano
Child pugh A A-B A-B A-B C
PS 0 0 0 1-2 3-4
NUmero y | Unico Unico o | Mdltiples >3cm Invasion portal y | gran  carga
tamafio de | <3 cm | hasta 3 de | sin invasion | extrahepética tumoral
nodulos <2cm <3cm vascular 0 Metéstasis
metéastasis
extrahepatico
Tratamiento Trasplante | Trasplante | TACE Sorafenib Paliativo vy
Ablacién | Ablacion sintomatico
Reseccion | Reseccion
sintomatologia | no No No relacionados | Leves Severos
con cancer Relacionaos con | relacionados
cancer con cancer
Supervivencia | Curacion | el  50%- | 49,6% de 1 afio mediana de | Menor a 3
esperada 75% de 5 aproximadamente | meses
arios 11 meses.
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7.2 Tratamientos para el carcinoma Hepatocelular

En el caso de TACE, tratamiento de caracter paliativo utilizado en estadios B y C, corresponde a dos
formas: TACE convencional (cTACE) que implica la inyeccion intraarterial de un farmaco
quimioterapéutico, como doxorrubicina, mitomicina C o cisplatino, que se emulsiona con Lipiodol y
TACE con perlas liberadoras de farmacos que consiste en utilizar microparticulas (100-500 mm);
Bead® y HepaSphere® (44).

Este tratamiento tiene como objetivo generar necrosis tumoral basado en el hecho de que el CHC
tiene predominante vascularizacion arterial en comparacion con el tejido hepatico normal, como
consecuencia al administrar las microparticulas mediante catéter en la arteria hepatica ocasiona que
las particulas bloqueen la circulacion sanguinea hacia los tumores y depositan el agente
quimioterapéutico en el sitio de acumulacién, ocasionando un efecto citotéxico combinado con

isquemia del tejido tumoral y por consecuencia la muerte de las células cancerosas (3,6,10,45).

Dentro de las principales complicaciones de TACE se encuentran descompensacion edemo-ascitica,
colecistitis y pancreatitis agudas pero la mas importarte es el sindrome de post-embolizacion, el cual
ocurre en aproximadamente el 90% de los pacientes. El sindrome es manifestado por fiebre, malestar
general, dolor en el cuadrante superior derecho, nduseas y vomitos; asimismo el sindrome de post-
embolizacion grave o prolongado se pueden correlacionar con embolizacién de la vesicula biliar y

dosis mas altas de los agentes quimioembdélicos (7,8).

Otra forma de tratamiento utilizada similar a TACE, pero con el uso de un radionuclido como agente
terapéutico, es la radio-embolizacion, en donde se emplean principalmente los radiontclidos *°Y y
1311, La ventaja principal es que el sindrome post-embolizacion esta reportado ocurrir 3 veces menos
que con TACE , ademés una mejor tasa de control de la enfermedad con alrededor de un 80 %, sin
embargo no pueden expandir el tratamiento a mas de 9 meses porque se termina dafiando tejido

hepatico sano (9,10).

TheraSphere® est& aprobado por la FDA para el tratamiento del CHC no resecable y consiste en
microesferas de vidrio cargadas con Y. Asimismo, esta aprobado para el tratamiento de la neoplasia
hepatica en paises como Canada, India, Rusia, algunos paises europeos y en varios centros de

investigacion en los Estados Unidos. (11).
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Las principales complicaciones que se tienen con la radio-embolizacidn es que casi siempre el mismo
proceso genera nuevas lesiones que crecen dentro o fuera del higado. La actividad administrada de
1311 debe limitarse a casusa de la contribucion de la emision gama (364 keV) que produce toxicidad
hematopoyética, razon que ha llevado a sustituirlo por el uso de *°Y debido a su tnica emision beta
con una energia elevada (0.97 MeV), vida media corta (2,67 dias) y escasa penetracion en el tejido
(media 2.5 mm; maximo 11 mm) haciendo que la mayor parte de la radiacion emitida actue
directamente contra el tejido tumoral (10). Sin embargo, una de las desventajas que presenta el uso
de %Y es su elaboracion que resulta del generador *°Sr/*Y . %Sy (t1, = 28.8 afios) es producido a partir
de la fision de 2°U y decae a *°Y mediante emision f— (100%) y a causa de su tiempo de vida media

muy largo, la purificacion de ®Y es un proceso muy costoso (12).

La quimioterapia convencional con finalidad citotoxica (habitualmente doxorrubicina y oxaliplatino)
nunca ha demostrado un beneficio significativo en la supervivencia en el CHC. Tratamientos como
tamoxifeno, megestrol, octreotride y derivados antiandrogénicos tampoco han demostrado eficacia
(43,46). Hasta ahora, el Sorafenib es Unico agente que ha mostrado ser util en el tratamiento del CHC
en términos de supervivencia en estudios fase 3 controlados con placebo. Esta molécula es un

inhibidor multicinasa de bajo peso molecular (Figura 1) y gran biodisponibilidad por via oral (47,48).

Las células del CHC tienen como caracteristica distintiva que son altamente angiogénicas. La
angiogénesis como parte de los procesos que conllevan al desarrollo intermedio o avanzado del cancer
se distingue por la sobreproduccion de vasos sanguineos “de Novo” para responder a las altas
demandas de nutrientes y oxigeno a través de la migracion dirigida y la proliferacion de las células
endoteliales, con la formacion de una matriz extracelular provisional (ECM) constituida por proteinas
plasmaticas que funciona como limitadores de la formacion del nuevo vaso y la organizacion de
grupos celulares en estructuras tubulares que eventualmente se uniran, para madurar en vasos

sanguineos estables (49-52).
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Figura 1: Estructura molecular de Sorafenib
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En términos de regulacion, el proceso de angiogénesis es mediado por una gran cantidad de factores
moduladores entre los mas importantes tenemos el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
junto con sus receptores VEGGR, la angiopoyetina-1 (ANG-1), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFs), factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), sensores sensibles a la concentracién de oxigeno como el prolil-hidroxilasa-2
(PHD-2) y los factores generados por induccion de hipoxia como el factor inducible por hipoxia 1y
2 (HIF-1y HIF-2) (49-51,53-55).

El sorafenib actta bloqueando diferentes vias de sefializacion asociadas con la hepatocarcinogenesis,
en especial, la via MACK a través de la inhibicion de Raf cinasa, via que regula la expresion génica
para la sintesis y activacion de proteinas que interviene en la divisién, crecimiento, apoptosis y
proliferacion celular (43,46,56); también bloquea el VEGFR 1 y 2 inhibiendo el desarrollo de
procesos angiogénicos (41,47,54,56).Sin embargo, ha mostrado tener distintas tazas de respuestas
debido a que existe una alta variabilidad polimorfica en los pacientes como consecuencia de los
amplios factores moleculares que se ven alterados en el desarrollo del cancer, situacion que determina

el comportamiento de la enfermedad en respuesta al tratamiento (57,58).

7.3 Sobreexpresion molecular de PSMA y GRPr en Células del CHC

Durante décadas las estrategias terapéuticas actuales para la mayoria de los canceres implican una
combinacion de reseccidon quirdrgica, radioterapia y quimioterapia. A pesar de su éxito, una
morbilidad y mortalidad significativas que siempre se asocian con estas terapias son los efectos
colaterales como el dafio a las celulas normales, el desarrollo de resistencias, los polimorfismos
genéticos y la heterogeneidad tumoral en distinta etapas del avance de la enfermedad (59-62).
Situacion gue hace obligado el desarrollo continuo de investigaciones para generar alternativas que

disminuyan las desventajas (13,63).

La cuestion clave es lograr la deseada concentracion de agente terapéutico en sitios tumorales,
destruyendo células cancerosas mientras se minimiza el dafio a las células normales. Donde el eje

central es identificar las diferencias que se generan entre una célula sana y una célula tumoral, se han
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encontrado gran variedad de diferencias desde expresion o supresion génica, asi como la
sobreexpresion o depresion de proteinas correlacionadas con distintas funciones tanto metabdlicas,
estructurales como de sefializacion. Con esta vision, la terapia tumoral dirigida se ha convertido en
una de las alternativas mas prometedoras (64), basada en la generacién de sistemas que solo
interacttan con las células tumorales ha desarrollado toda una ciencia en el tratamiento y diagndstico

con base en blancos moleculares (65,66).

Existen hasta la fecha mas de 500 genes alterados en las células tumorales, que a su vez generan
cambios en la expresion de proteinas (67), aqui solo nos centraremos en los receptores PSMA y GRPr

en las células de CHC.

El receptor PSMA es proteasa glutamato carboxipeptidasa tipo Il transmembranal dependiente de
Zn?* constituida por 750 aminoacidos en forma de un homodimero donde cada mondmero cuenta con
tres dominios estructurares, domino proteasa, dominio apical y dominio helicoidal (figura 2a), se
conoce que se encuentra expresada de forma fisiol6gica en tejidos como prostata ,rifion, intestino
delgado, SNC y SNP pero fue identificada primeramente en el Cancer de prdstata (CPa) (63,68-71),
encontrado su sobreexpresion en el 95% de los canceres de préstata avanzados y aunque ain no se ha
elucidado por completo los mecanismos que generan dicha sobreexpresion ni el papel que juega en
el desarrollo y comportamiento tumoral, en la mayoria de los casos esta relacionada con un pronostico
negativo. Actualmente se siguen desarrollando analisis para la identificacion de las vias de
sefializacion conectadas con PSMA, se sabe que una vez que el ligando interacciona con él sufre
internalizacion mediado por clatrina (72). También se ha encontrado evidencia que PSMA expresado
en el endotelio participa en la regulacion de angiogénesis y que puede promover la supervivencia
celular al redirigir la sefializacion de MAPK a las vias PI3K. PI3K es una proteina correlacionada con

la supervivencia celular (73).

La estructura del domino proteasa de PSMA esta constituido por 2 atomos de zinc y por 2 cavidades,
la cavidad S1 altamente flexible Ilamado "tapa de entrada™ que conecta el sitio activo con la superficie
externa de PSMA con caracteristica hidrofobica y S1° denominado "sensor de glutamato” que
contiene los residuos de 692-704 junto a Lys 699 y Tyr 700 involucrados en la union especifica del
sustrato (Figura 2b). El analisis de los componentes de afinidad con el sitio activo han llevado al

desarrollo de compuestos con propiedad inhibidora que tienen estructuras similares a los sustratos
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naturales de PSMA (63). Estos compuestos son por lo general secuencias peptidicas de unos pocos
aminoacidos y se clasifican en 3 familias: a base de fosforo, a base de tiol y a base de urea, los
compuestos a base de fosforo presentan una alta afinidad pero debido a su alta polaridad tienen una
farmacocinética pobre, los agentes a base tiol presentan una mayor permeabilidad de membrana pero
son metabolicamente inestables por lo tanto el desarrollo de los ligandos a base de urea son los que
han tomado mas popularidad ya que presentan ventajas como su facilidad de sintesis asi como la
posibilidad de una posterior modificacion y conjugacién que ayuden a mejorar sus propiedades

farmacocinéticas (72).

Los inhibidores a base de urea se constituyen por la secuencia Glu-urea-Lys (iPSMA) (Figura 2c)
donde la fraccion de glutamato-urea se une a S1° mediante el sensor de glutamato y la lisina se usa
para la interaccion con el ambiente no polar de S1. PSMA se ha convertido en un blanco molecular
que ha generado el desarrollo de radiofdrmacos compuestos por una parte activa (iPSMA), por una
parte espaciadora que consiste en moléculas de caracter hidrofébico para la interaccion con S1y por
una parte que permita la union del radioniclido, en este caso las moléculas denominadas BFCA
(agentes quelantes bifuncionales) son las que permiten coordinar el &tomo radiactivo (como ®8Ga, 8F,
9mTe, B, 190 y 77y ) mientras se unen quimicamente con el resto de la molécula (74). Un
ejemplo de ello es el péptido DOTA-HYNIC-iPSMA (figura 2d) que cuenta con su parte iPSMA
unido a la 1-Naftil-alanina (Nal) compuesto de caracter hidrofobico que permite mejor interaccion
con S1, por su lado Nal se encuentra unido al compuesto de hidrazinonicotinamida (HYNIC) que
funciona como enlazador entre el IPSMA-Nal y el grupo DOTA (1,4,6,10-tetraazaciclododecano-
1,4,7,10-tetraacetico ). DOTA es el BFCA que permite la quelacion de radiontclidos como Lu o
%8Ga (70,75).

Ademas de CPa , PSMA se ha encontrado sobre expresado en la neovasculatura de varios tumores
solidos (76,77). En el caso del CHC Arun Sasikumar et. al., reporta la identificacion de lesiones en
higado que con un analisis histopatoldgico se identifico como CHC usando el sistema ®Ga-PSMA
PET/CT en un paciente con CPa (78), también se tiene reportado un estudio piloto para el uso del
sistema ®8Ga-PSMA PET-TC como agente de diagndstico del CHC y lo comparan con el sistema *8F-
FDG (*®F-fluorodesoxiglucosa). Donde de las 41 lesiones analizadas, 36 presentaron una absorcion
3.6 mayor de %®Ga-PSMA que la absorcion hepética de fondo y 28 mostraron una captacion

significativamente mayor de %Ga-PSMA que de 8F-FDG. Al momento de realizar un analisis
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inmunohistoqumico que muestra la presencia de PSMA se encontrd un resultado compatible con lo
reportado donde indican que casi el 95% del CHC es positivo a la sobre expresion de PSMA en la
vasculatura tumoral (79). Por otro lado, Yuri Tolkach et. al.,, al realizar un analisis
inmunohistoquimico de la expresion de PSMA en 168 tumores de 153 pacientes encontraron una
expresion canilicular del 41.1%, una expresion en la neovasculatura del 89.9 %y solo un 4.1 % resulto

negativo (80).
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Figura 2: (a) estructura molecular de PSMA,; (b) sitio activo y de inhibicion de PSMA; (c)
iIPSMA,; (d) DOTA-HYNIC-iPSMA. Tomada y modificada de (81).

El GRPr que se une selectivamente a moléculas como el péptido liberador de gastrina (GRP) es otro
receptor que se ha encontrado expresado en distintos tumores como el cancer de pulmon, prostata,

pancreatico, mama, renal y colon (82,83), es un receptor que pertenece a la familia de los receptores
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acoplados a proteinas G (figura 3a) y se expresa de forma normal en el cerebro donde regula vias de
sefializacion en el control de proliferacion, crecimiento y division celular mediadas por MAPK y la

PKC (84).

En los ultimos afios el aumento de GRP en céncer se ha identificado como un factor de crecimiento
que regula el crecimiento tumoral, la progresidn, angiogénesis y metastasis. GRP esta constituido por
una secuencia de 27 aminoacidos (figura 3b) y pertenece a la familia de los péptidos similares a BN,
debido a que BN fue el primer péptido descubierto en anfibios que se une a su respetivo receptor. El
péptido bombesina tiene mucha similitud con el GRP (figura 3c) por lo cual tanto BN o péptidos

similares a BN estan siendo utilizados como agentes terandsticos para el cancer por su interaccion

con el GRPr (85).

a) I laRer

w\r@/fg o Qﬁ S
T

C€) BN —» Glu-Glo-Arg-Leu-Gly-Asn-Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met

b) GrRp —— Ala-Pro-Val-Ser-Val-Gly-Gly-Gly-Thr-Val-Leu-Ala-Lys-Met-Tyr-Pro-Arg-Gly- Asn-His-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met

Figura 3: a) secuencia de aminoacidos del péptido GRP; b) secuencia de aminoacidos del péptido
BNy c) GRPr.

En un estudio donde evaltan la expresion de GRPr en las lineas celulares HepG2 que pertenece a

CHC, MHCC97H correspondiente a un tipo agresivo de CHC y HL-7702 correspondiente a células
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de higado encontraron por inmunohistoquimica una expresién aumentada de forma significativa en
las 2 lineas de CHC en comparacion con las de higado normal, resultado que fue confirmado mediante
PCR de transcripcion inversa; donde el ARNm de GRPr fue 3. 52 veces mayor en HepG2 y 3.61
veces mayor en MHCC97H que en HL-7702. También se realizé medicion de proteinas por western
blot donde los resultados mostraron el mismo patron HepG2 aumento 2.10 veces y MHCC97H
aumento 2.92 veces en comparacion con HL-7702(82). En otro estudio realizaron un analisis
retrospectivo donde se evaluaron por inmunohistoquimica la identificacion de GRPr en 61 muestras
de pacientes diagnosticados con HCC, 31 muestras de pacientes con cirrosis hepética y 22 muestras
de tejido hepatico sano. Se encontré que el 29.5 % muestras presentaron expresion fuerte de GRPr en
comparacion con un 19.5 en tejido cirrético y 4.5 en tejido sano. Finalmente en un estudio in vivo
donde se utilizaron células HepG2 y células SK-Hep-1(células de endoteliales de adenocarcinoma
Hepatico) inoculadas en ratones (Ncr nu/un) para la evaluacién de la molécula RC-3940-Il,
antagonista a GRPr, los resultaron mostraron una reduccion significativa del crecimiento del tumor

en comparacion con el control en ambas lineas celulares (86).

Es importante mencionar que las células tumorales expresan multiples receptores no solo uno u otro
esto ha llevado el desarrollo de heterodimeros, sistemas con la capacidad de unirse 2 receptores
diferentes (87). En el caso particular de los receptores PSMA y GRPr se ha desarrolla el heterodimero
DOTA-iPSMA(Nal)-BN (Figura 4). Este sistema ha mostrado aumentar la interaccion con células
PC3 (RGPr +) y LnCap (PSMA +) que los péptidos por separado (70,87).
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Figura 4: Estructura de DOTA-iPSMA-Lys*-BN
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7.4 Uso de la nanotecnologia y medicina nuclear en el tratamiento del Cancer

Los avances de las ultimas dos decadas sugieren que la nanotecnologia puede ser aplicada para
obtener un profundo impacto en la prevencion, diagnostico y tratamiento de las enfermedades. En
términos de restricciones de tamafio, la nanotecnologia es el uso de materiales con tamafios en el

rango de 1 a 100 nandmetros (nm) en alguna de sus dimensiones (13-15).

En determinadas alteraciones fisiologicas, como el cancer se ha observado un fendmeno de transporte
en el tejido conocido como efecto pasivo de permeabilidad y retencion aumentada (EPR). Este efecto
se genera como consecuencia de los procesos angiogénicos, los cuales ocasionan al crecimiento
desmesurado y desorganizado de los vasos sanguineos y proliferacion irregular de las células
endoteliales, que crean espacios intercelulares entre 600-800 nm, tamafio mayor del observado en el
endotelio del tejido sano (2 nm). Por otro la alteracion en el ambiente tumoral genera la acumulacion
de nutrientes por la pérdida de depuracién linfatica, esto permiten el transporte y acumulacion de
macromoléculas, incluyendo a las NPs (Figura 5 arriba) (16-18). Estos fendmenos han generado el
desarrollo de sistemas de nanoparticulas cargadas con agentes quimioterapéuticos que permite
aumentar la dosis en el tumor, también se estan desarrollando sistemas de NPs funcionalizadas con
moléculas de reconocimiento especifico por los receptores que se encuentran sobre expresados en las
células tumorales lo que direcciona de forma selectiva su acumulacion, fenémeno conocido como
EPR activo (figura 5 abajo) (88).

Ademas de las moléculas de reconocimiento especifico que genera mayor concentracion de las NPs
en comparacion con las NPs libres y de los farmacos, a las nanoparticulas también se les adhieren
radiondclidos como In, ®Tc, 8F, %8Ga, *Cu (emisores gama) permitiendo la exploracion de
alternativas diagnosticas y radionclidos emisores de radiacion alfa (*°Ac y 2!At), emisores beta
(Y, Y7Ly y ¥8Re), asi como emisores de electrones de Auger (*?°I, 12|, 1n, %7Ga y 201TI)
comunmente empleados en la terapia debido a su corta vida media y adecuada actividad especifica
(figura 6) (89). Un ejemplo puntual es la funcionalizacion de AuNPs con el péptido c[RGDfK(C)] y
radiomarcadas con *"’Lu, las cuales mostraron en estudios in vitro inhibicion en la linea celular C6
superior al 25%, comparado con el "Lu Gnicamente unido a RGD y un 5% mas que las

nanoparticulas unidas solo a *’’Lu (90,91).
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EPR PASIVO

EPR ACTIVO

Célula normal

Célula tumoral
sin sobreexpresion
de receptores.

Célula tumoral
o con sobreexpresion
de receptores.

Funcionalizada No funcionalizada

Nanoparticulas

Figura 5: EPR pasivo y EPR activo.

El uso de radionuclidos en la terapia tumoral es debido al dafio que generan la emision de particulas
de decaimiento radiactivo como las a, B, electrones de Auger (e”) y radiacion gama en las células
tumorales. El dafio se debe a la capacidad de estas particulas (al presentar carga) de generar ionizacion
directa y por parte de la radiacion gama ionizacion indirecta, debido a que la energia minima para

eliminar un electron, conocido como potencial de ionizacidn, tiene un rango de unos pocos eV (para

metales alcalinos) hasta 24.5 eV para helio (92).

Para poder determinar el dafio bioldgico por radiacion se utiliza la llamada transferencia de energia

lineal (LET) expresada en unidades de keV/um (93,94) y se refiere a la intensidad de ionizacién
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generada en el tejido bioldgico por las particulas de decaimiento. EI LET para la mayoria de los
emisores o terapéuticos varia de 25 a 230 keV/um, considerados de alta interaccién con la materia
con un orden de penetracion en tejido de micrémetros, los electrones y positrones emitidos en la
desintegracion B nuclear, y en los procesos de conversion interna, tienen energias cinéticas que van
desde decenas de keV a varios MeV y su LET es mucho menor, tipicamente 0,2 keV /um (93), pero
su alcance en tejido es de varios mm. En el caso de los electrones de Auger, el LET depende del
namero atdmico, las capas de electrones y la configuracion electronica involucrada, y suele estar en
el rango de unos pocos eV a 100 keV, aungue presentan un corto alcance en tejido en el orden de nm,
por lo tanto, los electrones Auger con energias relativamente bajas pueden tener un LET mucho mayor
que las particulas a (93,95). Sin embargo, esa baja penetrabilidad en tejido hace necesario que los

radionuclidos se internalicen en las celulas tumorales lo més cercano al nucleo (96).

La radiacion gama que no es un proceso de desintegracion primaria y suele ir acompafiado de la
desintegracion B o a, se genera cuando el atomo resultante de las desintegraciones, se encuentra en
un estado excitado, el cual vuelve muy rapido al estado fundamental (<107 s), su caracteristica de
fotones de alta energia hace que no tenga un rango definido de interaccion con el tejido ni de la
energia que depositan, mas bien pierden cierta cantidad de energia por unidad de distancia a través
de la materia lo que genera un LET muy bajo por su alta penetrabilidad, ocasionando que su uso sea

para fines diagndsticos mas que terapéuticos (figura 6) (97).

No existe la bala magica en medicina nuclear, situacion que lleva a buscar mejores alternativas
radiofarmacéuticas, que permitan la disminucion de los efectos adversos, el costo de produccion, su
efecto en los tejidos y en la busqueda de tiempos de vida media que sean apropiados para los
tratamientos (9,98).
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Sobreexpresion
de receptores.

Figura 6: Interaccion de los sistemas de nanoparticulas funcionalizadas con moléculas de
reconocimiento especifico y marcadas con un radionuclido que puede tener decaimiento a, B, €y

v con dafio y penetrabilidad diferente en el tejido bioldgico.

7.5 Nanoparticulas de Sm203

El desarrollo de nanoparticulas de 6xidos metalicos, especialmente de los metales transicion interna,
han desencadenado amplias aplicacion tecnoldgicas debido a sus ricos estados de valencia, vasta area
superficial, su configuracion electronica que les genera propiedades Opticas, magnéticas, de

coordinacion y eléctricas tnicas (19-23).

Dentro de los metales de transicion interna se encuentra la familia de los lantanidos (Ln), también
Ilamados tierras raras (RE) y estan formados por los elementos: lantano (La), cerio (Ce), praseodimio
(Pr), neodimio (Nd), Prometio (Pm), samario (Sm), europio (Eu), gadolinio (Gd), terbio (Th),
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disprosio (Dy), holmio (Ho), erbio (Er), tulio (Th), iterbio (Yb) y lutecio (Lu). Pm es radiactivo y no

se encuentra en la naturaleza, solo se puede obtener por sintesis (99).

La caracteristica principal y de mayor interés son sus propiedades de fotoluminiscencia que se
presentan en el rango del ultravioleta, visible e infrarrojo. Es importante mencionar que se definen
como luminiscentes y no fluorescentes y fosforescentes debido a que estos términos son referidos a
la emision de luz de compuestos organicos y se correlacionan con las transiciones energéticas de
estado singlete a singlete y estados singlete a triplete respectivamente (100). Sin embargo, en el caso
de los Ln, los procesos de emision de luz se llevan a cabo principalmente por transiciones internas
4f — 41 (101,102). Estas transiciones se generan porque cada uno de los electrones en el orbital 4f esta
asociado a las 7 funciones de onda de los orbitales f tomando en cuenta los valores de spin +% ,- Y2y
para los 15 Ln se obtienen los estados basales y los cambios permitidos por resonancia, los cuales
son descritos en los diagramas de Dieke a partir de la teoria Judd-Ofelt y de campo cristalino
(101,103). En los diagramas se puede observar que en el proceso de emision desde un estado excitado
a un estado basal, se tiene emisiones radiactivas (emisién de fotones) cuando existe la diferencia
enérgica en un salto de un estado de mayor energia a menor energia para formar un fotén y generar
luminiscencia, también se pueden observar las emisiones no radiativas cuando los diferentes niveles
energéticos de relajacion estan tan cerca que la transicion hacia el estado basal se da principalmente

por transferencia de energia a través modos vibratorios y de conversion interna (104,105) (figura 7).

Las transiciones 4f-4f son posibles y estables debido a la proteccion de los orbitales 4f por los
orbitales 5s, 5p y 6s por lo tanto no sufren modificaciones importantes cuando se cambia las
caracteristicas del entorno, situacion que si se ve afectada en las transiciones 4f-5d que suceden en

algunos casos como Ce, Pry Tb (106,107).
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Figura 7: Representacion de diagramas de Dieke para algunos lantanidos donde se
muestra los cambios de niveles de mayor energia a niveles de menor energia que generan

los espectros de luminiscencia. Tomada y modificada de (102).

El presente trabajo plantea la posibilidad del empleo de nanoparticulas de Sm.O3z en la elaboracion
de dispositivos diagndsticos médicos y/o fines terapéuticos, debido a que su uso en el area de la
nanomedicina no es tan comun como si lo son el uso de Cerio y Europio (22,33,108), ademas presenta
caracteristicas que como se describen en la figura 8 y tabla 4 son adecuadas para su uso en medicina

nuclear.

Se han reportado métodos de sintesis de nanoparticulas de Sm>O3z como precipitacion supercritica por
antisolvente (SAS) (31), la técnica de reaccion de plasma de hidrogeno-metal, (HPMR) (29,30),
sintesis hidrotérmica (109), sintesis por bio-reduccion (19,21), sintesis electroquimica (110), sintesis
por combustion (33), entre otros. También se tienen reportadas otras metodologias para la sintesis de
nanoparticulas de 6xido de metales de transicién (como Ag, Au, Y, Zn, In, Fe, Ti) y de transicion
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interna (como Lu, Ce, Gd, Eu) (22,111). Dentro de esas técnicas las mas sobresalientes por su facil
realizacion y por mostrar resultados de tamario de particula y estabilidad de alta aceptacion son sol-

gel, pirolisis, precipitacion, termoablacion laser y termoreduccion (112-115).

7.6 Is6topo 1>3Sm

No se tiene reportes del uso médico de nanoparticulas de *3Sm,0s. Sin embargo si se tienen
aplicaciones médicas del isotopo *Sm en formacion de complejos, como los reportados con
hidroxiapatita o portadores térmosensibles como el polimero poli(N-isopropiacrilamida) (PNIPAM),
o como farmaco aceptable para estrategias terapéuticas tales como radiosinoviortesis y en el
tratamiento paliativo en las metastasis dseas donde Quadramet®, radiofarmaco formado por **3Sm
coordinado con el &cido etilendiaminotetra(metilenfosfénico) (EDTMP) es el mas utilizado (9,34);
solo se ha reportado el desarrollo de microparticulas de Sm,Os activadas a *>3Sm para su posible uso
en el tratamiento del CHC; sin embargo, Unicamente muestran estudios de estabilidad y radio marcaje
(35).

El 3Sm no se encuentra en forma abundante en la naturaleza, siendo necesaria su activacion a partir
de Sm20s constituido por Sm natural o enriquecido con °2Sm, aunque en el primer caso con menor
rendimiento porque °2Sm (isotopo mas abundante en su forma natural) solo se encuentra en un
26.7%. La generacion de *3Sm resulta de la reaccion (n, y), en reactores nucleares. Las caracteristicas
de este radionuclido (figura 8) han mostrado ser favorables para su posible uso diagnéstico y
terapéutico (12,36,116,117).

En la tabla 4 se muestra una comparacion entre Y, 3Sm y ®MTc con la intension de resaltar las
ventajas que podria tener el uso de *3Sm en el tratamiento del CHC con respecto al *°Y, donde las
principales son: obtencion de menor costo, la produccion gama de *3Sm que nos permite detectarlo
por SPECT a diferencia del B~ puro que es *°Y. La comparacion con **™Tc es para valorar el uso
diagndstico de *3Sm debido a que *™Tc es el radionclido por excelencia usado en mas del 80% de

los procesos radio diagnosticos como consecuencia de la adecuada energia de su emision gama (118).
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Figura 8: Caracteristicas fisicas y radiativas de >3Sm.

Tabla 4: Comparacion entre 13Sm, %Y y ¥"T¢ *DMP (Difosfato de metileno por sus
siglas en ingles).

1538m QOY 99mTC
Farmacos Quadramet®, TheraSphere® 9MTc-MDP*
158Sm-EDTMP 0y -pesferas vidrio
Actividad 2a4GBq 3GBq 0.37a0.74 GBq
Uso metéastasis Oseas CHC Imagen dsea
Energia 0.720 MeV 0.9367 MeV, No emite
principal B
Vida media | 46. 27 horas 64.6 horas 6 horas
Energia 103keV No emite 140 KeV
principal y

(100-200 keV) rango utilizado para diagnostico SPECT

Produccién

15ZSm+n_)15SSm

153Sm _ﬁ; 153Eu + v

89Y (n,y) 90Y,
235U(n,f) QOSr _ﬁ) QOY

99M0 f) 99m-|-C
por ciclotron
10Mo(p,2n)*®°MTc
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7.7 Funcionalizacion de nanoparticulas de Sm203

La funcionalizacion de las Sm203z NPs no es un tema con amplia investigacion, sélo se ha reportado
un estudio simulado donde utilizando la teoria de Pearson y la ecuacion de Fukui se demostro que las
nanoparticulas de Samario de al menos 55 atomos tiene comportamiento electrofilico en su superficie,
lo que hace posible que haya interaccion con grupos moleculares nucleofilicos y por ende su
funcionalizacion (21), con base en eso y tomando en cuenta analisis de XPS que indican que en la
superficie de las Sm203 NPs se encuentra en su mayoria atomos de Sm se puede predecir su reaccion

con compuestos nucleofilicos.

En este trabajo se pretende la funcionalizacion de Sm,O3z con el heterodimero iPSMA-BN, los grupos
carboxilos del anillo DOTA en el péptido iPSMA-BN, tiene caracteristica nucleofilica por lo tanto
vuelve factible una conjugacién directa con las Sm203s NPs como lo muestra la Figura 9; sin embargo
no se tiene reportada alguna metodologia sobre ello, s6lo se encontrd6 un estudio acerca la
funcionalizacion de nanotubos de Sm»0Os con grupos amino (NH-Sm2Os3) utilizando el
aminopropiltrietoxisilano (APTES), APTES se une a los nanotubos de Sm>O3 mediante los oxigenos
del silano, a través de una interaccion nucleofilica (119), lo cual es una prueba del comportamiento

electrofilico de la superficie de las nanoparticulas de Sm;Os.
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Figura 9: Esquema de 1%3Sm,03-iPSMA-BN NPs
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8 DISENO METODOLOGICO
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8.1 Sintesis nanoparticulas de Sm203

Precipitacion-calcinacion: Se pesaron 1g de Sm20s reactivo (polvo, pureza de 99.9%, Sigma-Aldrich,
EE. UU.) y se colocaron en 20 mL de H>O Tipo 1 (PISA, Mex.), después se adicionaron 2 mL de
HCI concentrado y se dejé en homogenizacion a una temperatura no mas de 50 °C hasta observar la
formacién de una solucion traslucida con un pH aproximado de 2. Se prepar6 una solucion
concentrada de NaOH (3M) y se adicion0 por goteo, hasta obtener un precipitado blanco y un pH de
entre 12-14. La suspension se dejo en agitacion por 30 minutos, pasado el tiempo se realizaron lavados
por centrifugacion a 2500 g/30min hasta obtener un pH de 7. La suspension lavada se dejé secar en
un crisol a 90 °C por 24 horas para obtener un polvo blanco (Precursor: Sm(OH)s - xH20).

Propuesta de reacciones para la formacion del precursor:
Smz05+HCl— Sm* + CI + H,0

SmClz + %202 — SmOCI1 + 2Cl1

SmOCI + NaOH + (1/2)02 — Sm(OH)** + NaCl + O,
Sm(OH)?* + 20H — Sm(OH)s

Sm(OH)3+ 2H20 — Sm(OH)3 - XxH20

El total del polvo se fracciond, y se sometio a calcinar, una parte a 600 °C y otra a 900 °C por 24

horas.

Propuesta de reacciones para la formacion de Sm,O3z NPs
A
SM(OH)3 - xH20 - Sm(OH)3 + xH.0
A
Sm(OH)3 —» Sm(OH)?* + 20H"

A
28m(OH)2+ + 02 - SMm203+ H20
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8.2 Preparacion de Sm20Os-iPSMA-BN NPs

De cada fraccion de polvo calcinado (600 °C y 900 °C) se tomaron 10 mg y se colocaron en 10 mL
de una solucién de citrato trisodico 1 mM que contenia 100 pL de una solucion del péptido iPSMA-
BN (Img/mL). La suspensién se dejo en bafio de ultrasonido por 3 horas y después fue purificada por
centrifugacion a 2500¢/30 min en tubos de 30 kD hasta no observar presencia de iPSMA-BN en el

sobrenadante (detectado por espectrofotometria UV-VIS).
8.3  Preparacion de **Sm;0s- iPSMA-BN NPs

Se tomaron 100 mg del polvo calcinado a 600 °C y se mandaron a activacion en el reactor nuclear
Triga MARK 111 con un flujo de neutrones de 1x10' n/scm? durante 20 horas. Después de eso la
muestra, que corresponde a *3*Sm,03; NPs se funcionaliz6 con el péptido iPSMA-BN utilizando el

mismo procedimiento descrito en el apartado 8.2
8.4 Caracterizacion quimica

Se realiz0 caracterizacion quimica al precursor que corresponde a Sm(OH)s (a); a los polvos resultado
de la calcinacion del precursor que corresponden a Sm203 NPs a 600°C (b) y Sm203z NPs a 900 °C
(c); al sistema Sm203-iPSMA-BN NPs (d) y al sistema *3Sm,03-iPSMA-BN NPs (e)

Analisis realizados:

e Andlisis termogravimétrico (TGA): Para la identificacion de procesos fisicos de absorcion,
adsorcidn, desorcion y transiciones de fase, asociando éstos cambios a transformaciones en las
especies quimicas formadas desde Sm(OH)z a Sm20:s.

e Difraccion de Rayos X (XRD): identificacion de los compuestos, a traves de estado cristalino
Yy pureza.

e Dispersion dinamica de luz (DLS) y Potencial Z: Evaluacion de sistemas particulados: didmetro
hidrodinamico y la estabilidad de los sistemas.

e Microscopia electronica de transmision (TEM): Evaluacion de la geometria, tamafio y la

estabilidad de los sistemas particulados.
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e Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR) y espectrofotometria UV-Vis (UV-Vis): elucidacién

estructural (péptido iPSMA-BN) y seguimiento de la funcionalizacién quimica.
8.5 Caracterizacion Biologica
8.5.1 Anadlisis in vitro:

Se utilizaron 2 lineas celulares: HepG2 que corresponde a una linea celular de CHC (PSMA +, GRPr
+) y PC3 (PSMA -, GRPr +) correspondiente a una linea celular de cancer de Prostata; se cultivaron
en medio DMEM y medio RPMI respectivamente; ambos medios fueron suplementados con 10 % de
suero bovino fetal; 100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Las células se
incubaron en condiciones de humedad controlada, a temperatura de 37 °C y una atmosfera de 5% de
CO..

8.5.1.1 Afinidad de receptores

Los ensayos de afinidad, del sistema °3Sm,03-iPSMA-BN NPs fue evaluado mediante un ensayo de
saturacion. Para tal efecto, se incubaron por triplicado una densidad de 1x10° células por pozo en
cajas de 6 pozos por 24 horas; pasado el tiempo se hizo un recambio de medio (frio) y se dejaron en
bafio de hielo por 30 minutos; se adicionaron concentraciones desde 0.25 nM a 90 nM del sistema
15835m,03-iPSMA-BN NPs y se incubaron a 4 °C por 2 horas; después se retird por completo el medio;
se realizaron 2 lavados con PBS frio; se adicioné 1mL de NaOH 1M para lisar las membranas
celulares; después todo el contenido de los pozos fue colectado en tubos de ensayo y se les cuantificd
la actividad. Las medidas se normalizaron empleando un estandar de actividad conocida del sistema
de **3Sm,03-iPSMA-BN NPs.

Para evaluar afinidad inespecifica: se realizo el mismo proceso con la diferencia que a las células se
les adicionaron 1mL de una solucion del peptido iPSMA-BN como agente bloqueante previo a la
adicion del sistema *3Sm,03-iPSMA-BN NPs. La afinidad especifica se calcul6 con la diferencia de

la “afinidad total” menos la “afinidad inespecifica”.
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8.5.1.2 Internalizacién

Se colocaron por triplicado 4x10° células en 500 pL de PBS en tubos de ensayo. Las células se
dividieron en 3 grupos; al primero se le adicionaron el equivalente de 37 kBq de *3Sm,03 NPs, al
segundo el equivalente a 37 kBq de *3Sm,0s-iPSMA NPs y el tercer grupo fungié como grupo
control; posteriormente se mantuvieron en incubacion por 1 hora; pasado el tiempo, se midi6 la
actividad total de los tubos; después se centrifugaron a 700 g/5 min; se separé el sobrenadante y se
midio actividad (sistema no internalizado); al boton restante, se le adicion6 1ImL de NaOH 1My se
dejo incubar por 5 min; pasado el tiempo se centrifugaron a 700 g/5 min; se retird el sobrenadante y
se medio actividad del botdn para determinar el porcentaje de internalizacion.

8.5.1.3 Viabilidad

El analisis de viabilidad se llevo a cabo a través del ensayo de XTT. Se colocaron por triplicado 1x10*
células por pozo en cajas de 96 pozos y se dejaron en incubacion por 24 horas. Las células se
dividieron en 3 grupos; a 2 grupos se les adicioné el equivalente a 37 kBq de *Sm,03 NPs y
1535m,03-iPSMA-BN NPs respectivamente; y el tercero sin tratamiento (control), se dejaron incubar
por una hora; después se retiro el tratamiento y se realizaron lavados con PBS (2 veces); se adiciono
medio fresco y se dejaron en incubacion por 72 horas; pasado el tiempo a cada pozo se le adicionaron
100 pL de PBS y 50 pL de reactivo de XTT; se dejaron en incubacién por 4 horas y se midié la
absorbancia a 450 nm para detectar el metabolismo celular del reactivo XTT. Para determinar el %

de viabilidad se tom6 la viabilidad del control como 100 % de viabilidad.
8.5.1.4 Anadlisis clonogénico

Se colocaron por triplicado el equivalente a 1x10% células por pozo en 6 pozos; se dejaron en
incubacion por 24 horas. Pasado el tiempo las células se dividieron en 3 grupos, a los primeros 2
grupos se les adicioné el equivalente a 3.7 kBq de °3Sm,O3; NPs y Sm,Oz-iPSMA-BN NPs
respectivamente y el tercer grupo se dejé como control; se dejaron en incubacion por 24 horas; el
medio fue remplazado por medio fresco y se dejaron en incubacion durante 14 dias (con cambios de
medio cada 3 dias). En el momento de analisis se adicion6 una solucion de 4% de paraformaldehido
a cada pozo durante 10 min, se retird y se realizaron lavados con agua tipo 1. Finalmente, a cada pozo

se les adicioné cristal violeta 1%; se mantuvieron en agitacion por 30 min; después se adiciono

e
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paraformaldehido al 10 %; se dejo en agitacion por 5 min (extraccion del colorante), se retird todo el
contenido de cada pozo y se cuantificé la cantidad de colorante a una longitud de onda de 590 nm.

La capacidad clonogénica se determind tomando en cuenta como el 100 % a las células control.
8.5.2 Anadlisis in vivo

Se utilizaron ratones macho Balb-C con un peso promedio entre 18-30 g y entre 6-12 semanas de
edad. Los ratones fueron mantenidos bajo los reglamentos éticos para el cuidado de animales de
laboratorio con base en la NOM 062-Z00-1999.

8.5.2.1 Biodistribucién

Se utilizaron un total de 15 ratones de los cuales se formaron 5 grupos de 3 ratones; un grupo fue
considerado control negativo y a los otros 4 grupos se les administraron via intravenosa a través de
la cola la cantidad de 100 pL del sistema >*Sm,03-iPSMA-BN NPs que corresponde a una actividad
de 74 MBq; para cada grupo se asignaron tiempos de reposo de 0.5, 3, 24 y 96 horas respectivamente,
finalizado el tiempo los ratones fueron sacrificados y se midid peso y actividad en érganos como
corazon, rifidn, higado, bazo, pancreas y sangre; finalmente se calculd la cantidad de actividad por
peso de 6rgano en los diferentes tiempos, la actividad por 6rgano se normalizé por unidad de masa,
y se corrigié empleando un estandar de actividad conocida, equivalente al 100 % de actividad

administrada.

8.5.2.2 Anadlisis de biocompatibilidad

Se formaron 2 grupos de ratones, a un grupo se les administro una dosis de de 8.0ug/g del sistema de
nanoparticulas funcionalizadas, el grupo restante, se administrd solamente con el vehiculo (control).
Se dejaron en observacidn por 72 horas, posteriormente fueron sacrificados, se extrajeron los érganos
higado, rifion y corazon los culares fueron deshidratados y embebidos en parafina, para ser
seccionadosy teflidos con hematoxilina y eosina para identificar alteraciones histologicas que
evidenciaran dafio tisular. También se realizo recoleccién de sangre para la obtencion de suero y con

ello realizar la evaluacion de las enzimas AST, ALT y LDH empleando kits de analisis (UV-Vis).
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8.5.2.3 Analisis de luminiscencia

Se utilizaron 3 ratones a los que les administro via intravenosa a través de la vena de la cola la cantidad
100 pL del sistema °3Sm,03-iPSMA-BN NPs, que correspondian a una actividad de 37 MBq, se
dejaron en reposo durante 3 horas; pasado el tiempo los ratones fueron anestesiados con 2 % de
isoflurano; se colocaron el en equipo X-Treme, Bruker, USA para la obtencion de imagenes de rayos
Xy luminiscencia. Las imagenes fueron obtenidas sin filtro de emision y con filtros de 535, 600, 700,
750, 790 y 830 nm.
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9 RESULTADOS
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Developments in the design of lanthanide oxide nanoparticles (NPs) have unleashed a wide variety of biomedical appli-
cations. Several types of hepatic cancer cells overexpress two proteins: the gastrin-releasing peptide receptor (GRPr),
which specifically recognizes the bombesin (BN) peptide, and the prostate-specific membrane antigen (PSMA), which
specifically binds to several peptides that inhibit its activity (IPSMA). This research synthesized and physicochemically
characterized Sm,O; nanoparticles functionalized with the iPSMA-BN heterodimeric peptide and studied the effects on
their structural, biochemical and preclinical properties after activation by neutron irradiation for possible use in molecular
dual-targeted radiotherapy of hepatocellular carcinoma. The Sm,O; NPs were synthesized by the precipitation-calcination
method and functionalized with iPSMA-BN peptide using the DOTA macrocycle as a linking agent. Analysis of physico-
chemical characterization via TEM, EDS, XRD, UV-Vis, FT-IR, DSL, and zeta potential results showed the formation of
Sm,O;-iIPSMA-BN NPs (94.23+-5.98 nm), and their physicochemical properties were not affected after neutron activation.
The nanosystem showed a high affinity with respect to PSMA and GRPr in HepG2 cells (K; = 6.6+1.6 nM) and GRPr in
PC3 cells (Ky = 10.6+1.9 nM). '53Sm,0;-iPSMA-BN NPs exhibited radioluminescent properties, making possible in vivo
optical imaging of their biodistribution in mice. The results obtained from this research support further preclinical studies
designed to evaluate the dosimetry and therapeutic efficacy of '%*Sm,0;-iPSMA-BN nanoparticles for in vivo imaging
and molecular dual-targeted radiotherapy of liver tumors overexpressing PSMA and/or GRPr proteins.

KEYWORDS: Sm,0, Nanopatrticles, iPSMA-Bombesin, Heterodimeric Peptides, Targeted Radiotherapy, Radioluminescence.

INTRODUCTION
Hepatocellular carcinoma (HCC) is ranked second as a
cause of mortality worldwide due to the limited availability
of donors and the high sensibility of healthy hepatic tissue
in response to current treatments [1].

Radioembolization of intrahepatic carcinomas is usu-
ally an option for patients with inoperable hepatic tumors.

Therapies that use glass/resin *’Y-microspheres (20—
30 wm), infused into the liver via a catheter located in
the hepatic artery for radioembolization have demonstrated
their ability to significantly improve the quality of life
of patients with multifocal hepatocellular carcinoma and
have even increased survival when no extrahepatic metas-
tasis are present [2]. The maximum penetration of the
beta(-) particles of ®Y in tissue (11 mm) allows the radia-
tion to reach the tumor in a manner similar to brachyther-
apy, although irradiation is not imparted on the tumor
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mass homogenously, which gives way to the possibility
of growth of new malignant lesions inside or outside of
the liver. Therefore, the development of new radioactive
nanoparticles (<100 nm) with dual molecular recognition
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for proteins overexpressed in liver cancer cells could facil-
itate target-specific internalization of radioactivity within
the neoplastic cells, thus increasing radiation doses at the
cancer cell level for improved therapeutic response.

Due to its overexpression in different cancer cells
(including those of hepatocellular carcinoma [3]), prostate-
specific membrane antigen (PSMA protein) is a molecu-
lar target that has led to the successful development of
systems based on radiolabeled PSMA inhibitor peptides
(iPSMA) as agents for molecular imaging and radiother-
apy [4]. The gastrin-releasing peptide receptor (GRPr),
which selectively and specifically recognizes the bombesin
(BN) peptide, is another protein overexpressed in several
neoplastic cells, including hepatic carcinoma cells [5].

The development of metal oxide nanoparticles, espe-
cially in conjunction with internal transition metals such
as lutetium, dysprosium, cerium, europium, and samarium,
have unleashed a wide variety of applications in cataly-
sis, electronics, optical sensors, high-performance lumines-
cence and magnetic devices due to the rich valence states,
excellent superficial area and considerable array of elec-
tronic structures in these materials [6, 7].

Samarium-153 is a therapeutic radionuclide (half-life of
46.27 h) that emits negative beta particles with energies of
0.81 MeV (20%), 0.71 MeV (30%), and 0.64 MeV (50%)
and gamma photons of 103 keV (28%). These gamma
photons are used in nuclear imaging. Samarium-153 is
produced by irradiation of '2Sm (a stable isotope present
in natural samarium) in a nuclear reactor via the reac-
tion *2Sm(n,y)'33Sm. The neutron activation cross-section
of 206 barns is advantageous because large quantities of
activity can be prepared even if irradiation is performed in
medium flux research reactors. The **Sm specific activity
obtained is sufficiently high for the preparation of ther-
apeutic radiotracers such as bone pain palliation agents,
among others [8, 9].

The objectives of this work were to synthesize
and physicochemically characterize samarium oxide
(Sm,05) nanoparticles functionalized with the DOTA-
PSMA(inhibitor)-Lys3-bombesin ~ (iPSMA-BN)  het-
erodimeric peptide and to study the effects on its structural,
biochemical and preclinical properties once activated
by neutron irradiation for possible use in molecular
dual-targeted radiotherapy of hepatocellular carcinoma.

MATERIALS AND METHODS

Sm,0; Nanoparticle Synthesis

Using the precipitation-calcination method, 1 g of
"Sm,0; (powder, purity of 99.999%, Sigma-Aldrich,
Co., USA) was placed in 20 mL of injectable-grade H,O
(Pisa, Mexico), followed by the addition of 2 mL of con-
centrated HCI and homogenization induced by heating at
a temperature no greater than 50 °C until the formation
of a translucid solution with an approximate pH of 2 (for-
mation of SmCly). Finally, the volume was adjusted to
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50 mL. The addition of Sm,0O; was continued until a pH
of 6.2 was reached, and the solution was filtered through
a 0.22 um membrane. A concentrated solution of NaOH
(3 M) was prepared, and 15 mL were added to the SmCl;
solution until a white precipitate and a pH of 12 were
obtained. The solution was allowed to homogenize for
30 min, and several washes of the suspension with type 1
water were performed by centrifugation at 2500 g/30 min
until a pH of 7 was obtained. The resulting suspension was
allowed to dry inside a crucible at 70 °C for a one night,
leading to the appearance of a white powder correspond-
ing to the nanoparticle precursor. Finally, the product was
calcinated at 600 °C or 900 °C for 24 h.

The proposed sequence of reactions for Sm,0O; nanopar-
ticle (NPs) formation is explained on oxychloride
phase formation as an intermediate product. The oxide-
lanthanide conversion to chloride-lanthanide results in an
equilibrium of chloride and oxide forms because the inter-
mediate [Sm—O-Cl] is the species that controls the Kinetics
of the reaction, grouping species of di- or tri-stable chlo-
rides in a tetragonal monocaped antiprism disposition, and
the addition of alkali increases the hydroxyl concentration
to form the metallic hydroxide that has strong tendency
towards hydration, resulting in the formation of the xH,O
complex. In general, preparation occurs as follows [10]:

(a) Sequence of precursor formation reactions
(Egs. ()(5)):

Sm,0;+HCl — Sm™ 4+ CI~ 4+ H,0 1)

SmCl; + %20, — SmOCI 4+ 2ClI 2)

SmOCI + NaOH + (1/2)0,—Sm(OH)** +NaCl + 0,

3)
Sm(OH)** +20H™ — Sm(OH); )

(b) Sequence of reactions for Sm,0; nanoparticle (NPs)
formation by calcination (Egs. (6)—(8)):

Sm(OH), - xH,0 = Sm(OH); +xH,0 (6)
Sm(OH); = Sm(OH)** +20H" 0]
2Sm(OH)** + 0, > Sm,0, + H,0 ®)

Due to the reactive nature of the salt precursor of Sm, the
minor and partial carbonated phases present from atmo-
spheric carbon dioxide are not discarded [11, 12].

Preparation of Sm,0;-iPSMA-BN NPs

To a 1 mM sodium citrate solution (10 mL), 10 mg
of Sm,O; NPs were added, followed by 100 uL of a
1 mg/mL solution of iPSMA-BN peptide (HO-Glu-CO-
Lys{Nal-Cys[Pyr-Gln-Lys(maleimidobutyl)-Leu-Gly-Asn-
GlIn-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2)]-DOTA }-OH
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peptide) (Ontores  Biotechnologies Inc., China).
The formed suspension was placed in an ultrasonic bath
for 3 h for posterior purification by ultracentrifugation
(MWCO 100 kDa; Amicon Ultracel; Millipore, USA).

Preparation of '°Sm,0,-IPSMA-BN NPs

For neutron activation, 100 mg of "Sm,O; NPs calcinated
at 600 °C were irradiated in a Triga MARK III nuclear
reactor (Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares,
Mexico) for 20 h under a neutron flux of 1 x 10** n/s-
cm?. Subsequently, functionalization with the iPSMA-BN
peptide was conducted, as previously described, to obtain
133Sm,0,-iPSMA-BN NPs (Fig. 1).

Chemical Characterization

Thermogravimetric Analysis and Differential Scanning
Calorimetry (TGA-DSC)

TGA-DSC analysis was performed at a range of 0—
1000 °C under a nitrogen atmosphere using SDT Q600
V20.9 equipment with Build 20 software and a heating
rate of 10 °C/min.

Via dynamic light scattering (DLS), the hydrodynamic
diameter and zeta potential of Sm,0; NPs (600 °C and
900 °C), Sm,0,-iPSMA-BN NPs and '*3Sm,0;-iPSMA-
BN NPs (activated by neutron irradiation and analyzed
after total radioactive decay) were measured using a Nan-
otrac analyzer (Nanotrac Wave, Microtract, USA) with the
conditions of a wavelength of 657 nm, temperature of
21 °C, current of 15.79 mA, electric field of 14.38 V/cm
and sampling time of 128 us. The measurements were
conducted with the nanoparticles suspended in a 1 mM
sodium citrate solution.

Transmission Electron Microscopy (TEM)

The morphology and size of the Sm,0; NPs (600 °C and
900 °C), Sm,0;-iPSMA-BN NPs and '**Sm,0;-iPSMA-
BN NPs (activated by neutron irradiation and analyzed

HO,
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Flgure 1. Scheme of '*Sm,0,-IPSMA-BN nanopatticles.
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after total radioactive decay) were characterized by TEM
using a JEOL JEM 2010 HT microscope operating at
200 kV. Samples were prepared for analysis by evaporat-
ing a drop of aqueous product on a carbon-coated TEM
copper grid.

X-ray Diffraction (XRD)

The XRD patterns of the Sm,0; NPs were acquired using
a Bruker D8 Discover diffractometer, and the data were
collected with a Diffrac Plus V4 file with CuKe« radiation
operating at 35 kV and 25 mA. The data were collected
at 20-min intervals, from 13 to 100 grades. The precur-
sor was dried at 90 °C, and the remaining samples were
present in powder form after calcination.

UV-Vis Spectroscopy

To conduct surveillance of the changes in the nanopar-
ticle conjugation reaction, UV-Vis analysis was imple-
mented with an absorption spectrum of 200-320 nm using
a PerkinElmer LambdaBio spectrometer (PerkinElmer;
Waltham, Massachusetts, USA) and a 1-cm quartz cuvette.

FT-IR (Fourier Transform Infrared) Spectroscopy

The FT-IR spectra were obtained using a PerkinElmer
System 2000 spectrometer with an ATR platform (Pike
Technologies) and application of attenuated total reflec-
tion Fourier transform infrared (ATR-FT-IR) spectroscopy.
Forty scans were performed, with a resolution of 1 cm™'
and an operation range of 4000400 cm™".

Biochemical Characterization

Cell Culture

The HepG2 human liver cancer cell line (PSMA-positive,
GRPr-positive) was routinely cultured in DMEM medium
supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 units/mL
of penicillin and 100 pg/mL of streptomycin. The PC3
prostate cancer cell lines (PSMA-negative, GRPr-positive)
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were cultured in RPMI medium and supplemented with
10% fetal bovine serum, 100 units/mL of penicillin and
100 pwg/mL of streptomycin. The cells were incubated at
37 °C in humid environment and a 5% CO, atmosphere.

Cell-Binding Affinity

The affinity of 3Sm,0,-iPSMA-BN NPs was evaluated
via saturation binding assay. In brief, HepG2 or PC3 cells
were seeded and incubated (37 °C, 5% CO, and 85%
humidity) in a 6-well plate at a density of 1 x 10° cells
per well 24 h prior to the experiment. The medium was
replaced with cold medium, and the plates were placed on
ice for 30 min. The cells were incubated for 2 h at 4 °C
with increased concentrations (0.25 nM to 90 nM, n =
3) of the **Sm,0;-iPSMA-BN NPs. After this time, the
supernatant (free nanosystem) and the cells were detached
from the wells using 1 M NaOH (bound nanosystem).
The samples were collected and measured in a Nal (TIl)
detector (MNL Inc.; Texas. USA). Standard solutions of
each treatment were prepared, representing 100% of the
initial activity. For the nonspecific binding, parallel assays
were conducted under the same conditions but with “cold”
iPSMA-Bombesin (1 mol/L) as a blocking agent. The dif-
ference between total binding and nonspecific binding was
calculated to obtain the specific binding of each concen-
tration. GraphPad Prism software was used to determine
the K; and B,,,, by nonlinear regression analysis.

Cell Internalization

138m,0; NPs and '**Sm,0;-iPSMA NPs internaliza-
tion by HepG2 and PC3 cells was evaluated using 4 X
10° cells/500 pL (PBS) placed in test tubes. The cells
were incubated for 1 h with 50 uL of each treatment
(n=3): (a) ¥3Sm,0, NPs (37 kBq), (b) **Sm,0;-iPSMA
NPs (37 kBq), and (c) no treatment (control). After the
incubation period, the different fractions were measured in
a Nal (TI) detector (MNL Inc., USA). The initial activ-
ity (total volume of the test tube) represented 100%. To
recover the internalized fraction, the samples were cen-
trifuged (700 g/5 min), the bottom portion was incubated
with 1 M NaOH for 5 min, centrifuged (700 g/5 min)
again, and the supernatant was collected and used to cal-
culate the cellular internalization percentages.

Clonogenic Assay

HepG2 or PC3 cells (1 x 10%) were seeded in a 6-well
plate and incubated for 24 h at 37 °C, 5% CO,, and 85%
humidity. For the experiment, three groups were formed
(n =3): (a) "3Sm,0; NPs, (b) Sm,0;-iPSMA-BN NPs
and (c) no treatment (control). All cells were treated with
3.7 kBq of the corresponding nanosystem for 24 h. The
medium was replaced with fresh medium, and the cells
were incubated for 14 d (when a confluent culture was
obtained). The cells were fixed with a 4% paraformalde-
hyde solution for 10 min at room temperature and washed
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thoroughly with type I water. Finally, cells were stained for
30 min with 0.1% crystal violet, washed with type I water,
dried and photographed. Quantification was performed by
adding 10% CH;COOH for 5 min to extract the dye, and
the absorbance of the samples was photometrically mea-
sured at 590 nm.

Cell Viability Assay

The XTT (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-
tetrazolium-5-caboxyanilide inner salt) test was applied
for determination of cell viability after treatment with
133Sm,0; NPs or '**Sm,0;-iPSMA-BN NPs. HepG2 or
PC3 cells (1 x 10* cells/well) were plated and incubated
for 24 h (37 °C, 5% CO, and 85% humidity) in a 96-well
microplate (Corning, NY, USA). The medium was with-
drawn, and the cells were treated as follows: (a) '3Sm,0,
NPs (37 kBq) (n = 3), incubation for 1 h at 37 °C;
(b) 3Sm,0;-iPSMA-BN NPs (37 kBq) (n = 3), incuba-
tion for 1 h at 37 °C; and (c) no treatment (control). Sub-
sequently, the treatments were withdrawn, and the cells
were washed twice with PBS. Growth medium was added,
and the cells were incubated for 72 h (85% humidity, 5%
CO, and 37 °C). Finally, 100 nL of PBS and 50 uL
of XTT (Roche, Germany) were added. The cells were
incubated for 4 h to allow the viable cells to perform
the XTT-to-formazan (orange-colored dye) transformation.
The absorbance (at 450 nm) was measured in a microplate
reader (EPOCH; BioTek, USA), considering the untreated
cells as 100% to obtain the cell viability percentages.

In Vivo Biocompatibility Assays

The biocompatibility of Sm,0;-iPSMA-BN nanoparticles
was evaluated by acute injection of nanoparticulate mat-
ter. Three-month-old Balb-C male mice (30 g) were used.
The animals were maintained under controlled conditions
of temperature and 12 h dark-light periods, and a stan-
dard laboratory mice chow diet and water were avail-
able ad libitum. Animals were treated and housed under
the specifications for laboratory animals detailed in Offi-
cial Mexican Norm NOM-0062-ZO0-1999. Two groups
of healthy Balb-C mice (25 g) were intraperitoneally
treated using a single dose of 8.0 ug/g. One control group
received the vehicle only. The mice were observed and
dissected at 72+2 h in search of signs of toxicity. The
blood was collected to obtain serum. Liver, kidney and
heart were processed for dehydration, clearing and embed-
ding in parafilm blocks, and serial sections of 4 um thick-
ness were cut and stained with hematoxylin and eosin.
Samples were finally mounted and analyzed under a light
microscope.

Aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotrans-
ferase (ALT) and lactate dehydrogenase (LDH) were mea-
sured in serum using a Roche Diagnostics kit for UV
assays. The catalytic activities of AST, ALT or LDH
(transamination reactions and conversion of L-lactate to
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pyruvate respectively) were determined through direct for-
mation of NADH from NAD + (Roche Diagnostics; Indi-
anapolis, IN).

In Vivo Biodistribution

Following the Ethical Rules and Regulations for the Care
of Laboratory Animals recommendations (062-ZO0-1999
Official Norm, Mexico), in vivo studies in Balb-C mice
(weight of 18-20 g, 6-7 weeks old) were performed. The
mice were injected with '*Sm,0O;-iPSMA-BN NPs (tail
vein, 100 nL, 74 MBq) and sacrificed at 0.5, 3, 24, and
96 h (n =3 for each time point). Liver, heart, lungs, spleen,
pancreas, kidney and blood samples were obtained for
activity assessment in a Nal(Tl) detector to establish the
percentage of the injected dose per gram of tissue (%ID/g)
with respect to the total injected activity.

Optical Image

To verify the in vivo biodistribution and the lumines-
cent properties of the '33Sm,0;-iPSMA-BN NPs, optical
images of the mice (n = 3) were acquired 3 h after admin-
istration of the radio nanosystem (92 MBq, 0.5 mg) using
an optical image preclinical system (In Vivo X-Treme;
Bruker, USA) without any emission filter. The X-ray and
luminescent images of the whole body of mice in the prone
position were collected by anesthetizing the mice with 2%
isoflurane. Images of the '3Sm,0;-iPSMA-BN NPs pow-
der without and with emission filters (535, 600, 700, 750,
790 and 830 nm) were acquired to obtain the intensity
spectrum (photons/sec/mm? vs. wavelength). X-ray images
were also captured to corroborate the position of the pow-
der and its associated luminescence.

RESULTS

Synthesis and Chemical Characterization
TGA-DSC

The thermal behavior of Sm(OH);-xH,0 were studied via
TGA-DSC. Figure 2 presents five consecutive weight-loss
curves. The first, with a loss of 2.186%, occurs before
200 °C and is attributable to water physically absorbed
onto the surface of the solids. The second band presents
the greatest weight loss, with a percentage of 10.13%, at a
temperature of 290 °C, corresponding to water loss from
hydrated forms (Eq. (8)), and the band present at 391 °C
is attributed to the loss of [OH]™ from the crystal lat-
tice and remaining hydration mesh water (Eq. (9)). Finally,
two bands appeared above 570 °C and were assigned to
sesquioxide samarium formation (Eq. (10)) from hydrox-
ide species and possibly from hydroxycarbonate precursor
Sm,(OH),(CO5), + 0, — Sm,0(CO;), +H,0+ CO, and
Sm,0(CO;), — Sm,0;+2CO,, which have been reported
at those temperatures for lanthanide carbonates [13, 14].
In all cases, calcination results in the formation of Sm,0,
as the only species, and these results correlate with the
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Flgure 2. DSC-TGA spectrum of uncalclned Sm(OH), - xH,0
precursor synthesized for preparation of Sm,0, hanopatticles.

spectra obtained by XRD and FT-IR analyses, as shown
later.

XRD

Figure 3(a) displays the XRD pattern of the precursor
prior to calcination and corresponds to Sm(OH); (in agree-
ment with the JCPDS 06-0117 crystallographic standard),
which presents a hexagonal structure (60). In Figures 3(b)
and (c), the patterns for Sm,0; NPs (obtained at 600 °C)
and Sm,0;-NPs (obtained at 900 °C) are shown, where
peaks corresponding in position and height to those of
cubic Sm,05 (JCPDS 15-0813 standard) can be observed.
Additionally, at a higher temperature, the peaks are more
defined in height and width, which indicates a greater crys-
talline state and purity [15].

Particle Size Analysis by DLS
As is shown in Figure 4, the Sm(OH); precursor pre-
sented a mean nanoparticle size (hydrodynamic diameter)
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Figure 3. XRD spectrum: (a) Uncalclned Sm(OH), - xH,O pre-
cursot, (b) Sm,0, NPs obtalned by calcinatlon of precursor at
600 °C and (c) Sm,0, NPs obtalned by calcination of precursor
at 900 °C.
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(600 °C) and (e) Sm,0;-IPSMA-BN NPs (900 °C). (Mean+SD, n =4).

of 56.75+6.91 nm (Fig. 4(a)), whereas in Sm,O; NPs
obtained at 600 °C and 900 °C the mean hydrodynamic
diameter increased to 83.3 +3.54 nm (Fig. 4(b)) and
149.66+16.16 nm (Fig. 4(c)), respectively, suggesting that
as temperature is increased, the size is also increased. In
the case of **Sm,0;-iPSMA-BN NPs, a size of 94.2 nm
was obtained for the NPs calcinated at 600 °C (Fig. 4(d)),
and a size of 167.1 nm was obtained for the NPs calci-
nated at 900 °C (Fig. 4(e)), which confirms that after the
addition of peptide, the system maintains its size, albeit
with a slight increase, which can be attributed to the vol-
ume of the peptide. Although a significant change in the
zeta potential of the Sm,03 NPs at 600 °C (—46.09 mV)
was observed after the functionalization process (Sm,0O5-
iPSMA-BN NPs, —27.65 mV), the high negative value
of the zeta potential continues to indicate a system with
high colloidal stability. Most relevant for obtaining stable
samarium nanoparticles (without a significant nanoparticle
aggregation) is the presence of citrate ions covering the
NP surface.
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TEM

As shown in Figure 5(a), the precursor prior to calcina-
tion exhibits the form of nanorods, with sizes ranging from
50 to 400 nm long by 10-30 nm wide. Upon calcina-
tion at 600 °C, Figure 5(b) shows a change in shape from
nanorods to spherical nanoparticles, with diameters that
range from 20 to 80 nm. At 900 °C, a shape change is also
observed, with the nanorods transforming to nanospheres
but with an increase in diameter, with sizes that range from
40 to 200 nm (Fig. 5(c)). In Figure 5(d), the nanoparticles
functionalized with the iPSMA-BN peptide are shown, and
the shape and size of the nanoparticles was conserved, with
diameters that range from 20 to 80 nm.

FT-IR

Figure 6(a) shows the FI-IR spectrum of the pre-
cursor Sm(OH); prior to calcination, with a band at
690 cm™' that corresponds to the Sm-O-H vibra-
tions [16]. A second band at 3610 cm™' corresponds to
—OH vibration. The bands observed at 3413 cm™' and
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Flgure 5. TEM micrograph:
xH,0 precursor, (b) Sm,0; NPs obtalned by calclnation of
precursor at 600 °C, (c) Sm,0; NPs obtalned by calclnation of
precursor at 900 °C, and (d) Sm,0;-IPSMA-BN NPs.

1646 cm™" correspond to the v—-OH and §—OH vibrations
of intramolecular H,O [17]. The bands observed between
1400 and 700 cm™! could be attributed to v(Cl-O-) resid-
ual groups and to v (-C=0), v,((-C-0) and out-of-plane
vibrations of the CO; ion at 1500-800 em™' from car-
bonate residues [16, 18, 19]. In the spectra of Sm,0O; NPs
obtained at 600 °C (Fig. 6(b)) and at 900 °C (Fig. 6(c)),
the bands at 529 cm™' and 528 cm™' correspond to the
vibrations of Sm-O [15] and corroborate a change from
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Flgure 6. FT-IR spectrum: (a) Uncalcined Sm(OH), - xH,O pre-
cursor, (b) Sm203 NPs obtalned by calclnatlon of precursor at
600 °C, (C) Sm203 NPs obtalned by calclnatlon of precursor at
900 °C, (d) IPSMA-BN peptide and (¢) Sm,0,-IPSMA-BN NPs.
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the Sm—O-H (690 cm™') precursor to Sm,0;, as well
as a shift towards a region of lesser frequency, where
vibrations are reported for the high-coordination metal-
oxygen bonds [20]. Additionally, in both spectra (at 600 °C
and at 900 °C), the disappearance of the bands associ-
ated with —OH vibration (at 3607 cm™' and 1646 cm™")
indicates the complete oxidation and removal of H,O.
The only observable difference for both temperatures can
be found in the intensity of the bands at 1497 cm™,
1390 cm™' and 848 cm™', which can be attributed to
residual SmOCI, Sm(OH); and Sm,(OH),(CO;) species,
highlighting that at a higher temperature (spectrum for
900 °C), the intensity decreases until it is practically unob-
servable [21].

The iPSMA-BN spectrum (Fig. 6(d)) presents charac-
teristic peptide bands such as those at 3299 cm™! (v,-N-H
from primary amines), 1956 cm~!, 2870 cm~!, 2931 cm™!
(v,~C-H and v,—C-H from methyl and methylene), and
1655 cm™' (the latter from the N-H bending vibration
of the primary amine and the possible combination with
C=O0 from amide I). At 1091 cm™' and 1200 cm™, the
C-N stretching vibration from C-NH, and tertiary amines
is observed. At 1542 cm~!' and 1443 cm™!, the bands
assigned to v,—C-0O and v,,—C-0O from O=C-0 were also
identified [22-24]. Finally, in the IR spectrum of Sm,05-
iPSMA-BN NPs (Fig. 6(e)), the bands at 3320 cm™,
2061 cm™!, 2927 cm™!, 2869 cm™', 1656 cm™' and
1086 cm~!, which correspond to the stretching vibra-
tions of NH,, v.—CH,, v,—CH,. v,,—CHj;, bending NH,,
and v,—C-N from NH,, respectively, were identified. The
appearance of two bands at 1570 cm™' and 1401 cm™
is associated with the shift of the free peptide bands at
1542 cm™! and 1443 cm™! to a higher and lower energy,
respectively, which is indicative of the monodentated inter-
action of Sm coordination with the COO- groups of
DOTA. The appearance of a band at 1431 cm™!' might be
associated with the C-N-M (metal) interaction. In a sim-
ilar manner, the band shift at 1200 cm~' to 1251 cm™

0,84 233
&
s 0,6 - —Sm,0; NPs
g iPSMA-BN
2
5 04 —— Sm,0,-iPSMA-BN NPs
@
2
«
0,2
0,0 T T T T T e
200 220 240 260 280 300 320

‘Wavelength (nm)

Flgure 7. UV-VIs spectrum of Sm,0, NPs obtalned by cailcl-
natlon of precursor at 600 °C, IPSMA-BN peptide, and Sm,0,-
IPSMA-BN NPs.
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Figure 8. Saturation binding study on (a) GRPr/PSMA-positive HepG2 cells and (b) GRPr-positive PC3 cells of '*Sm,0;-IPSMA-

BN nanopatticles.

indicates the N interaction of the tertiary amines of DOTA

with superficial Sm, and finally, the band at 528 cm™' cor-
responds to the Sm-O interaction (O from the COO- of

DOTA) [25].

UV-Vis

The UV-Vis spectra also demonstrated the functionaliza-
tion of Sm,0; NPs because the Sm,0;-iPSMA-BN NP
spectrum presented an absorption band centered at 239 nm,
which is associated with the presence of the peptide on
the nanoparticle surface (more specifically due to the car-
boxylic acids from the DOTA group of said molecule).
The band exhibited a slight blueshift compared with the
spectrum of iPSMA-BN (233 nm), indicating a change in
the chemical environment (Fig. 7) [25].

Physicochemical Evaluation of Sm,0; NPs After
Neutron Activation

The neutron irradiation of Sm,0; NPs (100 mg) yielded
an activity of 21 GBq. To verify that the physic-
ochemical properties of the nanomaterial were not
affected by the irradiation process, the Sm,0; NP size,
morphology, stability in solution and chemical compo-
sition were evaluated after one month of radioactive
decay.

The TEM images showed that Sm,0; NPs and
138m, 04 NPs (after complete radioactive decay) had the
same spherical morphology, with diameters that ranged
from 20 to 80 nm, and a homogeneous and uniform dis-
tribution. The hydrodynamic diameter obtained by DLS
was 8536 nm (PDI = 0.234), and the zeta potential was
—46 mV. Finally, the FI-IR spectra showed no changes
where the bands correlated to the samarium and iPSMA-
BN peptide vibrations appear. These results demonstrated
that the main physicochemical properties of the samarium
oxide nanoparticles were adequately maintained, without
significant changes after activation, to successfully prepare
the '3Sm,0;-iPSMA-BN nanosystem.
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Biochemical Characterization, Biodistribution
and Imaging

In the saturation assay (Fig. 8), an adequate affinity of
138m,0;-iPSMA-BN NPs was observed for the GRPr and
PSMA receptors in HepG2 cells, with a K; = 6.6+ 1.6
and B,,, = 1.8 £0.1, showing a higher affinity compared
with the assay conducted in PC3 cells (K; =10.6£1.9
and a B, = 1.3£0.1) due to the expression of the two
receptors (GRPr and PSMA) in HepG2 hepatocellular car-
cinoma cells.

The internalization results in both cell lines showed
that '*Sm,0;-iPSMA-BN NPs exhibit significantly higher
internalization compared with 3Sm,0; NPs (p < 0.05,
Student’s t-test) (Fig. 9). It is important to mention that
in most in vitro studies, nanoparticles show a high cellu-
lar uptake mediated by a passive mechanism [26]. How-
ever, the significant difference between functionalized and

[]'*sm,0, NPs

60
[ '*sm,0,-iPSMA-BN NPs

n
<>
1

&>
<
1

173
=
1

—

% Cellular internalization
8
L

—
<
L

HepG2 PC3
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Flgure 9. Cellular Internalization of Sm,0, NPs and
153Sm,0,-IPSMA-BN NPs In HepG2 and PC3 cells (Incubation
time =1 h) (*statistically signlficant difference: p < 0.05, stu-
dent’s t-test).
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Flgure 10. Effect of '*Sm,0,-IPSMA-BN NPs on HepG2 (a)
and PC3 (b) viabliity at 24 and 72 h (*statistically significant
difference: p < 0.05, student’s t-test).

nonfunctionalized nanoparticles can be associated with the
specific mechanism mediated by cell receptors that rec-
ognize the iPSMA and/or bombesin ligands bound to the
surface of the nanoparticles.

The results of the viability (Fig. 10) and clonogenic
(Fig. 11) assays correlated with the results of cellular inter-
nalization. Cells treated with '3Sm,0;-iPSMA-BN NPs

70+ (@)

60+

504

404

Proliferation (%)

'8Sm,0, NPs

Flgure 11.
difference: p < 0.05, student’s t-test).
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showed a higher effect, both in viability and in prolif-
eration of HepG2 and PC3 cells, than the group treated
with 193Sm,0; NPs (statistically significant difference, p <
0.05; Student’s t-test). The decrease in viability and pro-
liferation as a result of the treatment with '3*Sm,0; NPs
is attributed to the passive mechanism uptake of radiola-
beled nanoparticles and the crossfire effect produced by
radiation in the medium.

As is well known, the AST and ALT enzymes present in
a variety of tissues show a significant increase in enzyme
activity after toxic exposure that affects liver cell integrity
and occasionally an increase in heart failure. LDH is a sta-
ble cytosolic enzyme that is released upon cytotoxic dam-
age or cell lysis. In this research, biocompatibility assays
demonstrated no statistically significant changes (p < 0.05)
in the enzyme activity between mice exposed to Sm,O;-
iPSMA-BN nanoparticles and those of the control group
(Fig. 12(a)).

The histopathological analysis did not show significant
changes in the livers of the treated mice. The appearances
of the cytoplasm and nucleus were similar to those of the
control group, without the presence of any form of steato-
sis, cytoplasmic alterations or necrotic evidence. Hem-
orrhage and inflammatory infiltrations were absent. No
evidence of cytotoxic degeneration was observed in non-
parenchymal cells or hepatocytes (Figs. 12(b and ¢)). Kid-
ney histopathology showed no histological changes with
respect to the control group, and there was no evidence
of pathological changes in the structure of glomeruli or
tubules, as well as no necrosis, infiltration of inflamma-
tory cells or edema (Figs. 12(d and e)). In conclusion,
no significant cytotoxic effect is observed at the enzy-
matic or structural level in the function of organs involved
in metabolism, elimination and or excretion. Regarding
the possible metabolic mechanism of nanoparticles, it is
expected that, as in the case of other radioactive NPs,
their biological residence time in the liver exceeds the total
radioactive decay time [26]. After approximately twenty
days, aggregation of the nanoparticles can occur in vivo

70 )
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304
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104

o

153$m,0, NPs '%Sm,0,-iPSMA-BN NPs

Effect of '*Sm,0,-IPSMA-BN NPs on HepG2 (a) and PC3 (b) proliferatlon (clonogenic assay) (*statistically significant
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Flgure 12. (a) Evaluation of AST, ALT and LDH enzyme activity between mice exposed to Sm,0,-IPSMA-BN nanoparticles and
the control group. Microscoplc views ((b) x100, (c) x200) of renal tissue and ((d, €) x100) hepatic tissue of mice exposed to
Sm,0,-IPSMA-BN nanoparticles.

Table I. Blodistribution of Sm,0,-IPSMA-BN NPs In healthy Balb-C mice shown as percentage of radloactivity per gram of
tissue (% ID/g) at different times (mean+SD, n =3).

Time (h)

Tissue 0.5 3 24 96

Blood 1.18+0.51 0.58+0.23 0.14+0.05 0.05+0.03
Heart 1A12ip15 0.45+0.13 0.18+0.11 0.07+0.02
Lung 1.87+£0.95 1.16£0.49 0.64+0.13 0.25+0.11
Liver 12.04+£2.91 11.78+£1.95 10.15+0.94 4.46+0.74
Pancreas 1.98+0.91 1.62+0.24 1.38+0.29 1.25+0.19
Spleen 1.72+£047 1.01£0.59 0.74+0.35 0.65+0.21
Kidney 1.28+0.31 1.11+£041 0.79+0.40 0.49+0.18

until they are removed as Sm™ jons mainly via the hepa- liver (Table I). After irradiation, '3Sm,0;-iPSMA-BN
tobiliary pathway. NPs showed luminescent properties, making possible the

As was expected, normal biodistribution data demon- in vivo acquisition of their biodistribution in mice via opti-
strated that most of the nanoparticles accumulated in the cal imaging (Fig. 13).

= Experimental data
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Flgure 13. (a) 'Sm,0,-IPSMA-BN nanoparticles (powder): X-ray Image (a1), luminescent Image (a2) and merged Images (a3);
(b) '3Sm,0,-IPSMA-BN nanopatticles (powder) emlisslon spectrum and (c) blodistribution of *Sm,0,-IPSMA-BN nanoparticles

(92 MBq, 0.5 mg) In a mouse In the prone position at 3 h after administration from X-ray Images (c1), luminescent Image (c2) and
merged Images (c3).
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DISCUSSION

Sm,0O; nanoparticle synthesis methods have been
previously reported, such as supercritical antisolvent
precipitation (SAS) [27], the hydrogen plasma-metal
reaction technique (HPMR) [28]. hydrothermal synthe-
sis [29]. bioreduction synthesis [15], electrochemical syn-
thesis [30], and combustion synthesis [31], among others.
However, the synthesis method used in this research was
an easy route to obtaining the Sm,O; NPs with the
expected characteristics. Nanoparticle preparation using
the precipitation-calcination process offers suitable char-
acteristics such as relative technical ease and a short time
requirement. Chemically, the synthesis can be conducted
under ambient pressure and temperature, and furthermore,
it is a much more straightforward method that avoids
undesired byproducts because calcination of the precipitant
species gives the formation of Sm,0; as a unique species.

The 3Sm,0,-iPSMA-BN NPs showed adequate affin-
it is a much more straightforward method that avoids
undesired byproducts because calcination of the precipitant
species gives the formation of Sm,0; as a unique species.

The '%*Sm,0,-iPSMA-BN NPs showed adequate affin-
ity for PSMA and GRPr proteins expressed in HepG2 cells
(K, =6.6 nM) and for GRPr expressed in PC3 cells (K, =
10.6 nM). The higher affinity observed in HepG2 cells is
due to the overexpression of both PSMA and GRPr [32].
Similarly, it was demonstrated that the heterodimeric pep-
tide, despite its linkage to the nanoparticles, conserves its
active sites, in agreement with data previously reported
for the monomeric radiopeptide [33]. In accordance with
the aforementioned observations, the cytotoxic effect pro-
duced by '**Sm,0;-iPSMA-BN NPs on HepG2 and PC3
cells was demonstrated by the significant inhibition of cell
viability and proliferation (Figs. 10 and 11).

The changes in phenotype and intrinsic heterogenicity of
human malignant tumors cause different levels of expres-
sion of cell surface receptors [33]. Therefore, the use of
1538 m,0,-iPSMA-BN NPs as a dual-targeting nanosystem
might improve the radiation doses and detection sensitivity
to liver cancer cells expressing PSMA and GRPr.

Thus far, no reports exist of medical use of
the Sm,0; nanoparticles because the medical appli-
cations of '*Sm are limited to the formation of
complexes or aggregates, such as those reported for phos-
phonates, hydroxyapatite, thermosensitive carriers (e.g.,
poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM)), or microparti-
cles (5 um) of Sm,0; for radiosynoviorthesis and pallia-
tive treatment in bone metastasis [34, 35]. Hepatocellular
carcinoma overexpresses PSMA and GRPr proteins [3, 5],
and considering that internal radiotherapy treatment for
this cancer is indicated when tumors have compromised
two-thirds of the liver, '**Sm,0;-iPSMA-BN NPs could
have potential for use as specific agents in targeted radio-
therapy. Nonetheless, it could be necessary to evaluate this
new nanosystem in preclinical murine models using mice
with orthotopic hepatic tumors and to establish the most
appropriate route of administration (intratumoral, intra-
arterial, etc.).

In the case of hepatocellular carcinoma therapy by
radioembolization, *Y-glass microspheres (20 pm) are

J. Blomed. Nanotechnol. 16, 689-701, 2020
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commonly used to obstruct the hepatic artery, and from
the artery where the radio-microspheres are trapped, Y
irradiates the tumor, although not homogeneously [2].
The advantage of the '*Sm,0;-iPSMA-BN nanosystem
(<100 nm) could be its target-specific internalization into
cancer cells and thus its capacity to deliver a maximum
radiation dose in a selective and localized manner. Further-
more, *3Sm,0,-iPSMA-BN NPs are not limited to their
potential use in liver cancer but could also be applied to
other types of tumors that overexpress GRPr and PSMA
(e.g., prostate cancer).

The long luminescence half-life of lanthanides is associ-
ated with the electronic configuration of trivalent ions [36].
After neutron irradiation, '3Sm,0; NPs and '33Sm,0;-
iPSMA-BN NPs showed luminescent properties induced
by interaction with jonizing radiation [37]. Another
method of producing excitation of nanoparticles based
on lanthanides (e.g., Sm** ions) is intramolecular energy
iPSMA-BN NPs showed luminescent properties induced
by interaction with ionizing radiation [37]. Another
method of producing excitation of nanoparticles based
on lanthanides (e.g., Sm** jons) is intramolecular energy
transfer from the organic ligands of the NP system to
the lanthanide ions [38]. Therefore, additional chemical
studies must be performed to characterize the luminescent
properties of the '**Sm,0;-iPSMA-BN NPs. Most relevant
in this study is the possibility of obtaining both optical and
nuclear imaging for the development of novel nanoradio-
pharmaceuticals based on radiolanthanides.

CONCLUSIONS

In_this study, '3Sm,O; nanoparticles functionalized
with -the iPSMA-BN heterodimeric peptide were syn-
thesized and biochemically characterized for molecular
dual-targeted radiotherapy of hepatocellular carcinoma.
The results showed good physicochemical properties that
allowed the nanoparticles to be activated by neutron irra-
diation and functionalized with the iPSMA-BN peptide for
biological assessment and optical in vivo imaging. The
in vitro studies indicated good '*Sm,0,-iPSMA-BN affin-
ity for PSMA and GRP receptor-specific targeting. The
results obtained from this research validate further preclin-
ical studies performed to evaluate the dosimetry and ther-
apeutic efficacy of the '**Sm,0;-iPSMA-BN nanoparticles
for in vive imaging and molecular dual-targeted radiother-
apy of liver tumors overexpressing PSMA and/or GRPr
proteins.
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Se realizo la sintesis de nanoparticulas de Sm20Oz mediante el método de precipitacion/calcinacion,
que se funcionalizarén con el péptido iPSMA-BN a través de interaccion directa, seguida de la
activacion por irradiacion neutronica para obtener el sistema >3Sm,03-iPSMA-BN NPs, que al ser
evaluado en las lineas celulares HepG2 (iPSMA + y GRPr +) y PC3 (iPSMA - y GRPr +) mostrd

interaccion selectiva en comparacion con las nanoparticulas de *>3Sm;0s.

1535m,03-iPSMA-BN NPs puede tener un uso potencial como agente de tratamiento especifico para
el CHC (PSMA+ y GRPr +) disminuyendo las desventajas que tienen las actuales alternativas
terapéuticas, se puede usar también como agente de diagndstico debido a que tiene caracteristicas de

radioluminiscencia haciendo posible la adquisicién de imagenes.

La sintesis de las Sm2O3 NPs se evaluo6 a dos temperaturas de calcinacion 600°C y 900. Se observo
gue un incremento de temperatura propicié un incremento del tamafio de la particula, con mayor

pureza y con mayor estado cristalino.

La caracterizacion fisicoquimica sugiere que la interaccion entre Sm>Os NPs y el péptido iPSMA-
BN se da a través de enlaces de coordinacion del grupo DOTA con los a&tomos de Sm que se
encuentran en la superficie de las nanoparticulas; de igual modo comprueba que la irradiacion
neutronica no afecta el estado de las NPs debido a que su tamario, morfologia y estabilidad no sufren

modificaciones significativas respecto al sistema antes de ser irradiado.

La caracterizacion bioldgica muestra que *3Sm,0s-iPSMA-BN NPs tiene mayor interaccion,
internalizacion y citotoxicidad con células HepG2 (iPSMA +, GRPr +) comparado versus las células
PC3 (iPSMA -, RGPr +). Se comprueba una interaccion selectiva mediada por el péptido iPSMA-BN
y un sinergismo generado por su caracteristica de heterodimero que le permiten tener dos sitios donde
interaccionar. Esta interaccion confirma la presencia del péptido en las nanoparticulas dado que se
observa comportamientos diferentes (tal como se esperaba) en el sistema funcionalizado en

comparacion con el sistema que no ha sido funcionalizado (Sm20s NPs).

El anlisis de biodistribucion de **Sm,03-IPSMA-BN NP indica que la mayoria se acumula en el
higado; ademas el seguimiento del sistema “in vivo” fue posible gracias a las propiedades de
luminiscencia, que no presenta el sistema N'Sm,03-iPSMA-BN NPs. Esta caracteristica no ha sido

reportada en publicaciones previas y puede ser consecuencia tanto del estado activado de *3Sm, como
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de la posible potencializacion de la luminiscencia por un efecto antena (coordinacién con compuestos
organicos). De esta manera se presenta la posibilidad de utilizar a *3Sm;0s-IPSMA-BN NP como

nano-radiofarmaco a base del radiolantanido **3Sm.
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Si bien el desarrollo e investigacidn respecto a la sintesis de nanoparticulas de lantanidos es un campo
muy estudiado, no lo es asi con radio-nanoparticulas de lantanidos, por lo tanto, este proyecto marca
el inicio de nuevas investigaciones que vean estos sistemas como potenciales agentes para ser

utilizados en la medicina nuclear.

Se puede realizar futuras evaluaciones de la funcionalizacién de Sm>Oz NPs con diferentes moléculas
porque qued6 comprobada su caracteristica electrofilica al coordinarse con compuesto nucleofilicos
como son los grupos COO-y N: y con ello tener sistemas nanotecnoldgicos que pueden ser utilizados

en maltiples campos.

1535m,03-iPSMA-BN NPs no esta limitado sélo al CHC sino puede ser evaluado en otros tipos de
tumores que sobre-expresen PSMA y GRPr, aunque aln se requieren mas estudios de caracter clinico
para tener la seguridad de que el sistema puede ser utilizado como un radiofarmaco de reconocimiento

especifico.
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