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RESUMEN

A lo largo de los afos el desarrollo de nanomateriales ha tenido un impacto positivo en
diversas areas por las ventajas, cualidades y propiedades novedosas que los materiales
presentan en esta escala (1-100 nm en al menos una de sus dimensiones); una de ellas es la
nanomedicina, en la cual se emplean sistemas basados principalmente en nanoparticulas
para el tratamiento y diagnostico de diversas enfermedades, como el cancer. Las
nanoparticulas se obtienen principalmente por los métodos bottom-up y top-down, de entre
los cuales sobresalen la sintesis por precipitacion-calcinacion (P-C) y la sintesis por ablasion
laser pulsada en liquidos (PLAL) para la obtencion de nanoparticulas metélicas del tipo de
sesquioxidos de lantanidos, especificamente de dxido de lutecio (Lu2O3 NPs) y Oxido de
samario (Sm203 NPs) por las ventajas que ofrecen en cuanto a la metodologia involucrada y

las caracteristicas de los materiales obtenidos.

En el presente trabajo se sintetizaron por los dos métodos mencionados anteriormente
nanoparticulas de Lu2Os y Sm>03 que fueron funcionalizadas con las secuencias peptidicas
DOTA-HYNIC-iPSMA y DOTA-HYNIC-iPSMA-BN respectivamente. Los sistemas
obtenidos fueron analizados fisicoquimicamente con las técnicas analiticas correspondientes,
antes y después de su activacion por captura neutrénica llevada a cabo en el reactor Triga
MARK I11. Las nanoparticulas de la sintesis P-C se obtuvieron con alta pureza y cristalinidad
de acuerdo con sus planos cristalograficos obtenidos por XDR e indexados acorde a las cartas
cristalogréaficas JCPSD No. 12-0728 (Lu.O3) y No. 15-0813 (Sm203), de morfologia cuasi
esférica de y con tamafos de entre 25-45 nm que después de ser conjugados con las
secuencias peptidicas aumentaron sus tamafios a un intervalo de 30- 50 nm; los sistemas
funcionalizados presentaron las bandas de vibracion correspondientes a sus grupos
funcionales por espectroscopia FT-IR, mismas que se replicaron en las bandas de absorcion
de los espectros UV-Vis observadas. Ademas, los valores de potencial zeta en todos los
sistemas tuvo un valor absoluto mayor a los 25 mV. Por otra parte, con la sintesis PLAL se

obtuvieron nanoparticulas bimodales, donde las poblaciones mas pequefias (60-80 nm)
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presentaron una morfologia esférica mientras que la segunda poblacion fueron fragmentos
amorfos debidos a la expulsion del material precursor, con tamafios no definidos. Dichas
caracteristicas repercutieron en los difractogramas XDR, al observarse picos anchos y
escasamente definidos, indicativos de su baja pureza y cristalinidad, rasgos que no

permitieron la deteccion de luminiscencia tras su activacion neutronica.

Ademas, posterior a la irradiacion neutrénica, los sistemas funcionalizados preparados
(Y""Lu203-iPSMA NPs y *3Sm,03-iPSMA-BN NPs) se evaluaron in vitro en las lineas
celulares HepG2 (PSMA+, GPRr+) y PC3 (PSMA-, GPRr+). Ambos sistemas mostraron
mayores porcentajes de internalizacion, toxicidad y afinidad hacia las células con
sobreexpresion de los respectivos receptores involucrados. Las radionanoparticulas
(H""Lu203 y *3Sm;03) de la sintesis P-C permitieron la obtencion de imagenes dpticas por
sus propiedades radioluminiscentes mostradas, ademas de su biodistribucion in vivo en
ratones sanos Balb-C, observandose una mayor acumulacion de las nanoparticulas en higado

de ambos tipos de nanoparticulas.

Estos resultados avalan el posible uso de nanoparticulas funcionalizadas de los
sesquioxidos Lu y Sm como nuevos radiofarmacos para terapia molecular dirigida, asi como

Su uso para imagen dual.
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ABSTRACT

Throughout the years, the development of nanomaterials has had a positive impact in
various areas due to the advantages and novel properties that materials show on this scale (1-
100 nm in at least one of its dimensions); one of them is the nanomedicine, in which systems
based mainly on nanoparticles are employed for the treatment and diagnosis of different
diseases, like cancer. Nanoparticles are obtained mostly by the bottom-up and top-down
methods, among which the syntheses by precipitation-calcination (P-C) and pulsed laser
ablation in liquids (PLAL) stand out for obtaining metallic nanoparticles of the type on
lanthanide sesquioxides, specifically lutetium oxide (Lu.Oz NPs) and samarium oxide
(Sm203 NPs) because of the advantages offered in terms of the methodology involved and

the characteristics of the materials obtained.

In the present work, Lu,O3 and Sm>O3 nanoparticles were synthetized by the two methods
mention above, which were functionalized with the peptide sequences DOTA-HYNIC-
iIPSMA and DOTA-HYNIC-iPSMA-BN, respectively. The systems obtained were analyzed
physicochemically with the corresponding analytical techniques, before and after their
activation by neutron capture carried out in the Triga MARK 111 reactor. The nanoparticles
of the P-C synthesis were obtained with high purity and crystallinity according to their
JCPDS crystallographic cards No. 12-0728 (Lu203) and No. 15-0813 (Sm20s), with a quasi-
spherical morphology and with particle sizes between 25-45 nm that after being conjugated
with the peptide sequences increased their particle sizes to 30-50 nm, the functionalized
systems showed the vibration bands corresponding to their functional groups by FT-IR
spectroscopy, that were replicated in the absorption bands observed in the UV-Vis spectra.
Moreover, the zeta potential values had absolute values greater that 25 mV in all the systems.
On the other hand, with the PLAL synthesis, bimodal nanoparticles were obtained, were the
smallest population (60-80 nm) had spherical morphology, while the second ones were
amorphous fragments due to the expulsion of the precursor material, with undefined sizes.

Such characteristics has an impact in the XDR diffractograms, when broad and no poorly

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS. u

ANCIRA-CORTEZ A



defined peaks were observed, indicative of their low purity and crystallinity, features that did

not allow the detection of luminescence after its neutron activation.

Furthermore, after neutron irradiation, the functionalized prepared systems ('’Lu2Os-
iPSMA NPs and 1*3Sm,03-iPSMA-BN NPs) were evaluated in vitro in the HepG2 (PSMA+,
GPRr+) and PC3 (PSMA-, GPRr+) cell lines. Both systems, showed higher percentages of
internalization, toxicity, and affinity towards cells with overexpression of the respective
receptors involved. The radionanoparticles (}'’Lu20s and **3Sm;0s) of the P-C synthesis
allowed the obtention of optical images because of their radioluminescent properties shown,
in addition to their in vivo biodistribution in healthy Balb-C mice, where a greater

accumulation of nanoparticles in the liver of both types of nanoparticles was observed.

These results support the possible use of functionalized nanoparticles of Lu and Sm
sesquioxides as new radiopharmaceuticals for targeted molecular therapy, as well as their use

for dual imaging.
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1. INTRODUCCION

Los estudios y desarrollos tecnoldgicos en materiales funcionales de los ultimos 20 afios
han dado muestra de las aplicaciones que pueden tener en diferentes y amplias areas. Una de
las areas que mayor interés ha generado es la nanociencia, que se vale de las propiedades
novedosas presentadas por los materiales a esta escala para poder emplearlas en diferentes
ambitos. Dentro de las distintas areas de aplicacion de esta ciencia destaca la nanomedicina,
enfocada en el estudio de las interacciones entre células, moléculas y los nanomateriales
(sustancias manipuladas como fragmentos moleculares, &tomos y moléculas). De acuerdo
con la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI por sus siglas en inglés), se define a los
nanomateriales como aquellas particulas con tamafios que van desde aproximadamente 1 a

100 nandmetros (nm) en alguna de sus dimensiones [1-4].

A nivel biolégico, el tamafio manométrico ha resultado eficaz y permite a las
nanoparticulas desempefiarse como Optimos sistemas terapéuticos y de diagnostico
(sirviendo como trasportadores y/o acarreadores farmacéuticos y agentes de contraste,),
teniendo de esta forma un profundo impacto en la prevencién, diagnostico y tratamiento de

diversas enfermedades.

El cancer, definido por la OMS como un proceso de crecimiento y diseminacion
incontrolado de células (OMS, 2018), continda siendo una de las enfermedades que a nivel
nacional y mundial representa una de las principales causas de morbi y mortalidad.
Actualmente, y a pesar de la ardua investigacion realizada, sus altos porcentajes de
incidencias recaen en la falta de métodos de diagndstico y tratamiento eficaces y, que ademas
limiten los efectos adversos en los pacientes. EI uso de nanomateriales y nanosistemas
centrado en esta patologia se basa en sus cualidades que permiten la entrega de farmacos y/o
el diagnostico especifico en tejidos blanco, minimizando los efectos adversos y su llegada a
sitios no deseados, y, maximizando su entrega controlada. Sumando a estas caracteristicas

sus propiedades de ser sistemas biodegradables, biocompatibles y capaces de evadir los
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procesos de degradacion del cuerpo antes de producir su efecto[5]. Sumado a las ventajas
ofrecidas por los nanosistemas, existe la posibilidad de integrar en ellos radionuclidos que

les permitan ser utilizados como radiofarmacos.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Nanociencia y nanotecnologia.

Etimoldgicamente, “nano” es un prefijo griego que significa “enano” o “algo muy
pequefio” y representa una mil millonésima parte de un metro. Por lo cual el termino
nanociencia, definido por primera vez en 1959 por Richard Feynman, se refiere a la ciencia
multidisciplinaria que estudia las propiedades y fendmenos de las estructuras y moléculas en
la escala manométrica (desde 1 y hasta 100 nm en al menos una de sus dimensiones). Por su
parte, la nanotecnologia es la ciencia aplicada; se centra en el disefio, caracterizacion,
ensamble, manipulacién y produccion de estructuras, sistemas o dispositivos controlando sus
tamafios y formas, al tiempo que se toman ventajas de las propiedades y fendmenos que se
presentan a esta escala y que son completamente diferentes y nuevos [1, 6] [7] [3, 8] [5].

Las propiedades fisicas y quimicas novedosas mostradas por los nanomateriales tienen
aplicaciones en amplias areas (quimica, fisica, biologia, medicina, Optica, ingenieria,
electronica y muchas més) y estdn completamente relacionadas con sus caracteristicas:

tamafio, forma y ambiente que las rodea. Buscar referencias tamafio y propiedades. [8] [5].

2.2. Nanomedicina y cancer.

Dentro de estas areas, es de interés en el presente estudio la nanomedicina, que se define
como la aplicacion de la nanotecnologia para obtener nanomateriales Utiles para diagnosticar,
tratar y prevenir enfermedades a nivel celular y molecular. Una caracteristica de estos
nanomateriales es que estan formados por al menos dos componentes: a) el principio activo
o la molécula bioldégicamente activa y, b) la misma nanoparticula que permite una funcién

especial y esta ademas relacionada al diagnostico, tratamiento o prevencion de la enfermedad

[1] [3] [9].
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Una de las enfermedades en la que se ha enfocado el uso de los nanosistemas para su
diagnostico y tratamiento es el cancer; padecimiento definido por la Organizacion Mundial

de Salud (OMS) como un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado de células.

Las estadisticas actuales posicionan al cAncer como una de las enfermedades con las cifras
mas altas en mortalidad y morbilidad en personas de ambos sexos a nivel mundial. En el
plano nacional, la panoramica no es distinta y dicho padecimiento ocupa el tercer lugar de
defunciones de acuerdo con las estadisticas reportadas por el INEGI para el afio 2018. En
este caso el cancer colorrectal tiene el primer lugar, seguido del cancer de prostata y de los
canceres de higado y mama compartiendo el tercer lugar (OMS, 2018). En la actualidad, su
diagndstico se basa principalmente en examinaciones morfol6gicas, mientras que el
tratamiento se encuentra mayormente restringido a la quimioterapia, radiacion y cirugia. Al
ser una enfermedad que involucra numerosos sistemas fisioldgicos celulares (desde la
sefializacion celular hasta los procesos apoptéticos) es también altamente compleja e
incomprensible, caracteristicas que limitan el éxito de su diagnostico y tratamiento [7], con
la desventaja de tener en la mayoria de los casos diagndsticos tardios y tratamientos con
multiples reacciones adversas. Una de las herramientas de mayor uso para su diagndstico se
basa en la obtencion de imagenes por diferentes técnicas (PET, SPECT, CT, MRI, etc.),
mismas que siendo adecuadas permiten una deteccion temprana de las enfermedades y/o el
monitoreo de sus diferentes estadios, ayudan al desarrollo de la medicina individualizada y a
la evaluacion en tiempo real de las eficiencia terapéutica y quirargica. Dichos sistemas de
diagnostico deben cumplir con ciertas caracteristicas: ser no invasivos, certeros, tener una
alta sensibilidad y proporcionar una deteccion temprana, ademas de suministrar informacion
objetiva sobre la supervivencia, funcién y localizacion celular. Por otro lado, la terapia basa
su éxito en alcanzar la concentracion adecuada del agente terapéutico en el sitio tumoral y
ademas de esto, limitar dicha presencia en tejido no tumoral, para de esta forma minimizar

el dafo a las células normales.

Por la tanto, la nanotecnologia enfocada en cancer se basa en el desarrollo de sistemas que
permitan la prevencion, deteccion y tratamiento de manera selectiva y/o direccionada en un
solo agente limitando efectos adversos, y en diversos estudios ha demostrado un impacto

positivo cumpliendo estas acciones [7].
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2.3. Clasificacion de los nanomateriales.

De acuerdo con las caracteristicas estudiadas, los nanomateriales (NMs) pueden tener
diferentes clasificaciones, basadas ya sea en sus dimensiones, morfologia, estado y

composicion quimica.

2.3.1. Clasificacion por sus dimensiones

Fue elaborada por Pokropivny y Skorokhod y se basa en la dimension en la que los
electrones del material se pueden mover y se hace evidente la propiedad novedosa del

nanomaterial, las dimensiones son:

a) Cero dimensiones (0D): los materiales tienen tres dimensiones en la escala
nanométrica en las que los electrones se encuentran confinados y se mueven
libremente (moléculas, racimos, anillos, granos y puntos cuénticos).

b) Unadimensién (1D): aqui los electrones estan libremente en movimiento en el plano
X siendo este el que confiere las propiedades al material (nanotubos, nanofibras,
naofilamentos, agujas, nanorresortes, nanoagujas, nanocables, etc.).

c) Dos dimensiones (2D): los electrones del material pueden moverse en los planos X-
Y y tiene una dimension en el rango hanométrico (nanocapas o peliculas delgadas y
los nanorecubrimientos).

d) Tres dimensiones (3D): se habla de materiales naoestructurados, razén por la cual los

electrones presentes en esta materia tienen movimiento en los tres planos (X, Y, Z)
[6] [10] [5].
2.3.2. Clasificacion por su morfologia

La clasificacion morfoldgica toma en cuenta tres aspectos: la planitud o llanura de las
nanoparticulas, la relacién entre su longitud y su radio (puede ser grande/alta o chica/baja) y
su esfericidad. La morfologia de los nanomateriales dicta en gran medida sus propiedades,

asi como las aplicaciones en que pueden ser empleados [10].

2.3.3. Clasificacion por su material de fabricacion

Los materiales pueden ser organicos o inorganicos. Los primeros se obtienen tipicamente

mediante la precipitacion de sales inorgénicas de metales y en su estructura cuentan con
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enlaces covalentes o metalicos; por su parte, los materiales considerados de naturaleza
organica son comunmente sintetizadas a partir de estructuras organicas mas pequefias
(fragmentos lipidicos, proteicos, etc.) y cuentan con fragmentos polares y no polares como

puntos clave para su formacion.

2.3.4. Clasificacion por su composicion

Por su composicion las nanoparticulas pueden tener muchas clasificaciones, sin embargo,
pueden agruparse en tres grandes grupos: NPs de un solo componente, compositos y NPs
organicas (excluyendo a las NPs de carbon son ejemplos los dendrimeros, micelas, liposomas
y NPs poliméricas) e inorganicas (NPs metalicas y de 6xidos metalicos, puntos cuanticos,

NMs semiconductores, NMs nucleo-coraza, etc.) [10] [5].

Las nanoparticulas con mayor relevancia en nanomedicina se encuentran descritas en
Tabla 1.

Tabla 1. Tipos de nanoparticulas y usos mas importantes

Tipo de NPs y descripcion Usos importantes Referencias/ Dibujo
Carbon /O
Consisten en atomos de carbono
con hibridacion  sp®.  Sus
propiedades importantes incluyen Terapia fototérmica; agente de
las mecanicas, térmicas, y de imageny acarreador de farmacos.
conductividad.  Tienen  gran
estabilidad quimica. Ejemplo: los
fulerenos.

-

Dendrimeros
Estructura con ramificaciones de
grupos repetidas, su superficie es Administracion de farmacos de
facilmente modificable y permiten liberaciéon controlada de manera,
la encapsulacion de farmacos, son acarreador de agentes de imagen.
muy hidrosolubles y altamente
estables.

Metalicas e

Se caracterizan por  sus 85 g

propiedades quimicas, épticas y S 2
eléctricas inusuales en tamafio . L )
" . : Radioterapia; imagen; acarreador - &

nanométrico. Sus tamafios oscilan de fArmacos Pe Zx

entre los 5- 50 nm. Destaca la ' Mg

presencia del Plasmén de S

Resonancia Superficial en AuNPs [10]; [13]
y AgNPs.
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Oxidos metalicos B
Sus principales aplicaciones se 9%;@":--’
deben a la influencia del tamafio en %

7 e Al d
e . Acarreador de farmacos; L N’
su banda prohibida, mejorando sus | . . i ’ Cat
‘i - hipertermia magnética; agente de  NPsde
caracteristicas como materiales Oxido de hierro
RMI. [10]; 13]

conductores. Algunos ejemplos:
NPs de Ti203, Fe203, A|203, ZnO,
SiOy, etc.

Liposomas
NPs de autoensamblaje de
fosfolipidos que forman una
membrana cerrada. Tiene un Acarreador de farmacos y agentes
nicleo acuoso Util para atrapar de imagen.
farmacos hidrosolubles, mientras
que farmacos liposolubles puedes e
ser acarreados en su bicapa. [12]

Puntos cuanticos
Se trata de nanocristales con un Imagen de fluorescencia; terapia
tamafio entre 2-100 nm y fototérmica; acarreador de
excelentes propiedades dpticas y  farmacos.
de EPR

Micelas
Sistemas a base de copolimeros
anfifilicos, de forma esférica, una Acarreador de farmacos y agentes
capa hidrofilica y un nicleo de imagen.
hidr6fobo; su tamafio oscila entre
20-200 nm.

Polimeros
Sistemas a base de polimeros Se usan principalmente para la
naturales 0 sintéticos y entrega de farmacos como
biocompatibles con un tamafio sistemas de liberacion controlada.
medio entre 10-1 000 nm.

2.4. Métodos de sintesis de nanoparticulas.

De manera general los procesos de obtencion y/o sintesis de nanoparticulas se agrupan en

dos categorias: “top-down” (de arriba hacia abajo) y “bottom-up” (de abajo hacia arriba).

Las metodologias basadas en el enfoque de top-down consisten esencialmente en la
descomposicion de la materia prima para obtener material en tamafio nanomeétrico. Mientras
que el enfoque de bottom-up se basa en la acumulacién (coalescencia o ensamble) de
nanoestructuras: &tomo por atomo o molécula por molécula hasta alcanzar la formacion de

la nanoparticula. [5] [1] [8]. La figura 2 y 3 muestran los diferentes métodos de sintesis
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nanoparticulas de acuerdo con los enfoques de top-down y bottom-up y la clasificacion fisica,
quimicas y bioldgico.

Nanoparticulas Material en
. macroescala
: . i
quimica * 3 e_-.',- ;&’“‘I
Enfogque Top- [ Procesos de ‘ & .
| Down \ molienda ' fy
/ Descomposicié Ef\
.fl‘ =
Métodos de
sintesis

n térmica

Sol-gel

.‘:’ ’/
\ ‘," Vd
\ I/
\ uimica S "
| Enfogue = W, e ™ * PN
Bottom-up — = ?:. : e Y @,r
Sintesis verde [N SISCEion -3 %@ o
\ olecul L) :
- \ ode ' . &f
N Produccion e Atomos y ﬁ;‘_ &
aerosoles A
moléculas

Nanoparticulas

Figura 1. Métodos de sintesis de las nanoparticulas (arriba-abajo y abajo-arriba).
Tomado y modificado de [10, 14].

Métodos de sintesis de nanoparticulas

| | |
| ] I

Sustancias bioldgicas

Pnfoeso;dﬂe{cubrimiemo + . 'm:l‘— ” ' =

Materiales de Nl

e Ablasion laser

. ®

. recubrimiento Metal + solvente -
voe s o l
ew
l lones metalicos
+
Sintesis pr oY Sustancias biolégicas
* o | G * \
»..| — @ -
[ —
Sintesis

Figura 2. Métodos de sintesis de las nanoparticulas (quimico, fisico y biolégico). Tomado
y modificado de [14].
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Estos procesos se dividen en tres grupos generales: métodos fisicos, quimicos y

bioldgicos.
2.4.1. Métodos quimicos.

La sintesis quimica se realiza bajo el enfoque de bottom-up. La mayoria de los procesos
involucran cationes solubles en agua que desencadenan la reduccion de los materiales en sus
monomeros correspondientes, proceso conocido como nucleacién; seguido de esto esta el
crecimiento de las particulas que se lleva a cabo por el ensamble de varios racimos de
particulas que es controlado por las diferentes variables involucradas en el proceso
(temperatura, pH, temperatura, tiempo de reaccion, etc.) o por agentes reductores o de

recubrimiento[8, 14].
2.4.1.1. Sintesis por Precipitacion-Calcinacion

Esté método se basa en dos pasos: primero se realiza la precipitacion de la sal precursora
para formar, el o¢xido del metal, hidroxido, carbonato y/o el hidroxicarbonato
correspondiente. Se emplea una solucion de la sal que contiene al metal y una solucién
precipitante (acido o base) que formara al s6lido precursor de las nanoparticulas. El segundo
paso es la calcinacion, proceso que logra la oxidacion del precursor hasta el 6xido del metal
correspondiente, generalmente se lleva a temperaturas mayores a 500 °C, dependiendo
siempre del material utilizado, ademas ayuda a la formacién de las nanoparticulas con una
adecuada morfologia, pureza y homogeneidad. Las ventajas que tiene este método son: a)
buena homogeneidad del producto, costo bajo, pureza relativamente alta, el proceso de

precipitacion se realiza a temperatura ambiente [15] [14].

De manera particular, las NPs de sesquioxidos o metales de tierras raras (RE), como las
Lu203 NPs son precipitadas con carbonatos e hidroxidos de amonio obteniendo precursores
del tipo RE(OH)(CO3) - xH,0/RE,(C0O3)5 - xH,0 y sus temperaturas de calcinacion son
mayores a 800°C. Por otra parte, las Sm203 NPs son precipitadas con soluciones basicas de
hidroxido de sodio para obtener su precursor hidratado RE(OH); - xH,0, que para permitir

la formacion de las NPs necesita temperaturas mayores a 600°C [15].
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2.4.2. Métodos fisicos.

Se basan en la aplicacion de presién mecénica, radiaciones de alta energia, aplicacion de
energia térmica o aplicacion de energia eléctrica con el fin de causar en el material precursor
(material a granel o materia prima) ablasion, fundicién, evaporacion o condensacion y poder
asi generar las nanoparticulas que generalmente tienen una alta pureza y uniformidad en
tamafio y forma, aunque su rendimiento sea bajo. Los métodos incluidos en esta categoria

generalmente se categorizan dentro de las estrategias top-down [14].

2.4.2.1.  Ablacion laser pulsada en liquidos (PLAL)

La ablasidn laser es un método simple pero muy caro, involucra la remocion del material
de un sélido sumergido en un liquido (preferentemente trasltcido) al ser irradiado con un
rayo laser pulsado para la obtencién de nanoparticulas o microparticulas del mismo material.
Asi mismo, permite la obtencidn de nanoparticulas funcionalizadas de forma in situ pues los
liquidos de inmersion pueden ser tanto soporte del método, como medio de estabilizacion y/o
conjugacién. Las caracteristicas y el tamafio del material obtenido dependen fuertemente de
los parametros experimentales, que se dividen en los asociados al material y los asociados
laser (Figura 3) [14] [8]. Una de las mayores desventajas de este método es su bajo
rendimiento, tanto por la obtencion de particulas policristalinas (particulas que no logran el
arreglo completo de los planos cristalinos), como por la baja masa de nanoparticulas

formadas durante cada experimento.

El proceso de ablasion se puede dividir de forma general en tres grandes etapas:

a) Absorcion del laser por el material blanco: proceso que ocurre al tiempo cero y que
tiene como finalidad entregar toda o la mayor parte de la energia del pulso en el
objetivo, evitando entregar energia en el liquido. Uno de los efectos méas importantes
que se pueden inducir por la interaccion del laser con el material es la ionizacion,
misma que produciria una fotoionizacion inducida. Otro fendmeno posible es la
termalizacion de las redes cristalinas, por lo cual la energia cinética de los electrones
involucrados al ser liberada produciria emision termoiodnica, vaporizacion, ebullicion
e inclusive fusion del material, de manera simultdnea con la fotoionizacion, sin

embargo, estos Ultimos fendmenos se ven limitados por la capacidad eficiente que
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b)

c)

tienen los solidos para disipar el calor de casi instantaneamente, sin limitarse a que se
presenten eventualmente. Los procesos de esta etapa siguen un mecanismo
termodinamico nombrado “ebullicion-explosiva”, que se alcanza cuando un sélido se
sobrecalienta rapidamente a su temperatura critica termodinamica, produciendo una
descomposicidén vapor/liquida simultanea y tienen como resultado la formacion de una

columna de plasma que contiene los iones y/o fragmentos de material.

Expansion de la columna de plasma: durante este evento se lleva a cabo la liberacién
de la energia del plasma tanto en el medio liquido circundante como en el material
solido, energia que puede producir degradacion, ionizacion y/o pirdlisis, siendo
ademas el punto en el que se mezclan los componentes sélidos y las moléculas
presentes en solucién. La presencia de los productos finales sugiere que la temperatura
alcanzada en este punto es tal, que permite la movilidad de los a&tomos y su subsecuente
rearreglo en tamafios mas pequefios o incluso la fundicion del material.

Emisién de una onda de choque: una vez que sucede la interaccion entre la materia
solida y la solucién se lleva a cabo casi de manera sincronica la generacion de una
burbuja de cavitacion y su subsecuente onda de choque debida a la extincion de la
columna de la columna de plasma. La emision de esta onda de choque se considera la
fase final del proceso donde ademas tanto la temperatura como presion alcanzadas
anteriormente sufren un decremento casi inmediato alcanzando valores similares a los

del liquido circundante [14, 16-22].

Pulso del laser
Parametros:

ohiaed
-Longitud de
onda \ $ Solutos
- Duracién
-Energia
-Didmetro de
impacto
-Numero de
repeticiones

Solvente

Temperaturay
Presion del
sistema

Objetivo

Figura 3. Parametros para la obtencion de nanoparticulas por PLAL. Tomado y
modificado de [20].
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2.4.3. Métodos bioldgicos.

Su principal enfoque es el uso de sistemas bioldgicos (bacterias, hongos, virus, levaduras,

extractos de plantas, etc.) para la sintesis de nanoparticulas metalicas y de éxidos de

nanoparticulas metalicas [8].

La Tabla 2, concentra algunas de las metodologias méas representativas de cada uno de

los métodos de obtencidn de nanoparticulas.

Tabla 2. Métodos de sintesis de nanoparticulas

Métodos fisicos
Sintesis por combustion
Aprovecha la energia exotérmica
para superar la energia de activacion
y poder formar las NPs. Emplea un
compuesto organico como
combustible y reductor y una sal
metalica como agente oxidante.

Métodos Quimicos
Reduccion

Se basa en la reduccion de sales con agentes
reductores como el citrato de sodio, acido
ascorbico, etc., resultando en la formacion de
un aglomerado de nanoparticulas coloidales
comUnmente protegidas con agentes como el
PVA o el PEG.

Evaporacion-condensacion
Se trata de la evaporacién de
metales, aleaciones o ceramicos
permitiendo que reaccionen entre si
para después llevar a cabo la
condensacion con gases frios y
permitir la formacion de las
nanoparticulas.

Co-precipitacion
Se basa en precipitacién al mismo tiempo de las
sales precursoras para la formacion del nuevo
compuesto en forma de NPs, la reaccion se
Ileva a cabo en un medio &cido o basico, mismo
que permite la disolucion y formacion del
nuevo compuesto.

Calentamiento haz de electrones
Con la ayuda de un haz de
electrones con alta temperatura se
impacta el material para de esta
manera formar las NPs.

Meétodo sol-gel
Primero se realiza la formacion del sol
mediante la disolucion de un alcéxido metélico
que es secado para formar una red polimérica
que permita atrapar las moléculas del
disolvente en el solido (gel). Finalmente se seca
y calcina del producto.

Ablasion laser
Emplea un laser pulsado que
impacta al material precursor a una
energia y frecuencia determinadas
para asi formar las NPs.

Polimerizacion
Sigue los pasos normales para una
polimerizacidn, pero uno de los factores claves
de esta metodologia es la formacion de la
microemulsion adecuada para la preparacion de
las NPs.

Métodos biolégicos

Se trata de un enfoque
ecoldgico y amigable con
el medio ambiente que

emplean extractos de
plantas, flores, bacterias,
hogos, levaduras, etc.,
mas los compuestos
precursores (sales
inorganicas) para la
sintesis de las
nanoparticulas,

sustituyendo los
quimicos  comUnmente
empleados  para la
reduccion y

recubrimiento.

2.5. Regulacion en nanoparticulas

Debido al amplio campo de aplicacion de las nanoparticulas, organismos de diferentes

paises han establecido parametros para su regulacion, restriccion e incluso prohibicién de

algunas aplicaciones de la nanotecnologia.

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS.

ANCIRA-CORTEZ A



Algunos de dichos organismos pertenecientes a la Union Europea se encuentran listados
a continuacion:

e Comite de Medio Ambiente, Salud Publica y Seguridad Alimentaria del Parlamento
Europeo: Dentro de sus funciones esté la reciente prohibicién de nanoingredientes en
los alimentos a reserva de que estén correctamente evaluados por riesgo y etiquetados
en los productos.

e Agencia Europea de Productos Quimicos (ECHA): Realiza documentos para ofrecer
mas informacion de la aplicabilidad de nanomateriales.

e Comite Europeo de Normalizacion: Trabaja en la estandarizacion y etiquetado de

productos que contienen nanomateriales.

Ademas de dichos organismos, existen diferentes programas de investigacion en toxicidad
de nanoparticulas, entre los que destacan: e-ICOON, FramingNano, Hinamox, NanoCharM,

NanoMedNet, Nano-org, Nanosafety cluster y observatoryNANO.

Respecto a Estados Unidos, existe la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia, en la que
participan 25 agencias federales incluidas la FDA (Food and Drug Administration) y el NIST
(National Institute of Standards and Technology), cuyo enfoque se centra en garantizar la
seguridad y eficacia de productos que empleen nanomateriales. También existe la
Laboratorio de Caracterizacion de Nanotecnologia, encargado de la estandarizaciéon de
nanomateriales de uso en el tratamiento de cancer.

En México, existen 15 diferentes NMX (Norma Mexicana) y PROY-NMX (Proyecto de
Norma Mexicana) a cargo de la Secretaria de Economia con contenido principalmente de
conceptos referidos a la nanotecnologia, y, de entre las que destacan como documentos de
regulacién en aspectos de riesgos ocupacionales, la NMX-R-12901-1-SCFI-2015:
Nanotecnologias-Gestidn de riesgo ocupacional aplicado a nanomateriales manufacturados.
Parte 1: Principios y enfoques y el PROY-NMX-R-12901-2-SCFI-2016: Nanotecnologias:
Gestion de riesgo ocupacional aplicado a nanomateriales manufacturados. Parte 2: Uso del

enfoque de control por bandas [5].
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2.6. Nanoparticulas de Lu203y Sm20s3

Un vasto grupo de materiales a escala nanométrica incluye a las nanoparticulas de dxidos
metéalicos, dentro de este grupo son comunes aquellas de metales de transicion (Fe2.O3, CuO,
ZnO, Ni»03, etc.) debido a sus areas superficiales grandes, sus ricos estados de valencia, su
estabilidad quimica y térmica, sus propiedades adecuadas de conductividad y sus
configuraciones electronicas, todas estas caracteristicas conllevan a sus buenas propiedades
Opticas, magnéticas, de coordinacion y eléctricas. Ademas de los elementos anteriormente
mencionados, el grupo de los lantanidos (igualmente considerados metales de transicién) es
de particular interés principalmente, y ademas de las caracteristicas ya descritas, por sus
propiedades de luminiscencia que se presentan en el rango del UV-Vis e infrarrojo cercano.
Sin embargo, a diferencia de los demas metales, los lantanidos son mas cominmente
encontrados como iones dopantes (Ln%") en estructuras tipo nicleo@coraza y en aplicaciones

en campos que distan de la nanomedicina[23-29].

Lutecio, ultimo miembro de esta familia, tiene como Unico estado de oxidacion +3 de
acuerdo con su configuracion electronica ([Xe]4f** 5d* 6s?), por otro lado, un lantanido de
igual manera es samario, con igual nimero de oxidacién y una configuracion electronica
descrita de la siguiente manera: [Xe]4f® 6s2. En ambos casos las configuraciones electronicas

de los elementos resultan importantes por distintos aspectos:

a) La interaccion spin-orbital de los electrones f resulta en un grupo grande de niveles
de energia.

b) Los electrones de los orbitales 5s, 5p y 6s tienen un efecto protector sobre los otros
niveles, ocasionando que se vean nulamente afectados por factores externos.

c) Existen intraconfiguraciones f-f de igual manera posibles por el efecto de blindaje de
los niveles superiores, estas intraconfiguraciones resultan en propiedades Opticas con
caracteristicas Unicas (cambios de Stokes grandes, tiempos de vida media
prolongados, bandas de emisién estrechas y lineales, alta resistencia al parpadeo
Optico, asi como alta resistencia al fotoblanqueamiento y degradacion fotoquimica) y
no generan modificaciones en los enlaces quimicos que el compuesto pueda formar
con los electrones 5s y 5p. Etas intraconfiguraciones estan asociadas a las 7 funciones

de onda de los orbitales f (considerando los valores de spin +1/2,—1/2) que
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permiten la obtencion tanto de los estados basales como los cambios permitidos por

resonancia, descritos en los diagramas de Dieke [30-32].

AUn con sus buenas caracteristicas y propiedades, los sistemas basados en nanoparticulas
de oOxido de lantanidos no se han utilizado como sistemas para radioterapia de blancos
moleculares, razon por la cual en el presente trabajé se planteé su uso como agentes en un
primer plano de terapia molecular dirigida y en un segundo, como agentes para imagenologia
dual (Rayos X y luminiscencia).

2.7. Radiontclido Y"Lu

177_utecio es un radionGclido emisor beta, con una maxima energia de emision beta de
497 keV, utilizado comunmente para aplicaciones terapéuticas, tiene un tiempo de vida
media de 6.65 dias y decae a 1’’"Hf con emisiones §~ de energias 497 KEv, 384 keV y 176
keV. Ademas de la emision beta, presenta emision gamma dentro del rango Gtil para la toma
de imagenes por gammagrafia, siendo sus principales emisiones: 208.37 keV (11.06%) y
112.95 keV (6.4%). La composicion del lutecio natural es 97.4% de "®Luy 2.6% de *"°Lu.
El radionclido *"’Lu se puede producir de forma directa o indirecta. Para el método directo

se emplea *"®Lu enriquecido (82%), (objetivo Lu20s) que es bombardeado con un flujo de

. L ., m.y) . S
neutrones bajo la siguiente reaccion *7®Lu — 77 Lu, mientras que la produccion indirecta

. A L. my) . . ,
sigue la siguiente reaccion 77Yb — Y77Lu. Las mayores ventajas las tiene el método

directo pues el is6topo radiactivo y el elemento precursor son el mismo elemento, por lo cual
no es necesaria la separacion o purificacion quimica a pesar de la ligera contaminacién que

presenta con Y""MLu (ty, relativamente largo de 160.1 dias) [33-41].

Entre los usos del Y"Lu se encuentran: union a distintos sistemas para radioterapia
mediada por receptores para cancer, para mediar el dolor de huesos en casos de metastasis

Osea y radiosinovectomia.

2.8. Radionuclido *3Sm

153Sm tiene baja abundancia de forma natural en la naturaleza, por lo cual su produccion

se realiza gracias a captura neutrénica (n, y) utilizando objetivos del 6xido de lantanido o con
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"tSm enriquecido con *2Sm. El radioisétopo producido por esta reaccion tiene un tiempo de
vida media de 46.27 horas y tiene dos tipos de decaimiento; sus emisiones 8~ tienen energias
de 808 keV (17.5%) y de 705 keV (49.6%) y las y de 103 keV (29.8%), 69 keV (4.85%) y
635 keV (32.2%), y al igual que ""Lu tiene caracteristicas Optimas para su uso en terapia y
diagndstico [42, 43]. Algunas de las aplicaciones médicas del radioisotopo *3Sm son:
formacion de complejos (hidroxipatita), para radiosinovertesis y en el tratamiento paliativo

en metastasis 6seas.
2.9. YLu203 NPs 'y Sm»03 NPs

Las radionanoparticulas de ""Lu,03 y *%3Sm,03 no tienen reportadas aplicaciones de su
uso en el &mbito clinico, por lo cual su adecuada sintesis y activacion neutrénica permitiria
crear sistemas novedosos para terapia molecular dirigida como potenciales agentes
terandsticos (tratamiento e imagen), entre las ventajas que tienen estos sobre el uso de los
iones de los radionuclidos, es la mayor cantidad y/o masa de estos en una misma particula,
permitiendo asi la obtencién de radiofarmacos con actividades adecuadas para su uso médico

directo.
2.10. Mecanismos de captacion de las nanoparticulas.

La eficacia del tratamiento anticancerigeno se basa en cuanto llega después de su
administracion al sitio de accion (con una concentracion adecuada) ademas en que estando
ahi ejerza su efecto de manera selectiva. Las dos formas principales en que las nanoparticulas
pueden ser entregadas en los tejidos tumorales es por direccionamiento pasivo (penetracion
a las membranas celulares facilitada por su tamafio nanométrico) o por el direccionamiento
activo (enfoque que asegura su acumulacion en el érgano, tejido o células blanco de forma
selectiva y cuantitativa, limitando los efectos en los demaés tejidos independientemente de la
ruta de administracion) Figura 4 [44, 45] [46]
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Figura 4. Mecanismos de captacion pasiva y activa de nanoparticulas. Tomado y
modificado de [46]

2.10.1. Captacion pasiva (E.P.R.).

La captacion pasiva se refiere a la acumulacion del sistema en el sitio deseado debido
principalmente a sus propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas. Las caracteristicas
que favorecen la captacion pasiva de los sistemas nanométricos son fundamentalmente su
tamafio (50 nm en promedio), el microambiente tumoral y las propiedades de la vasculatura
tumoral; mismas que inducen el efecto de permeabilidad de membrana mejorado (EPR, por
sus siglas en inglés), donde nanoparticulas con un tamafio de entre 50-500 nandmetros se ven
ampliamente favorecidas. Lo anterior por que la vasculatura tumoral presenta “brechas” entre
las células endoteliales de entre 600-800 nm debidas a la rapida vascularizacion del tumor,
teniendo una vasculatura inevitablemente permeable y defectuosa, debido a que tienen
niveles elevados de mediadores vasculares (bradiquininas, 6xido nitrico, factores de
crecimiento vascular, prostaglandinas, etc.), permitiendo asi una mayor permeabilidad y
retencion de las nanoparticulas y otras sustancias en el tejido tumoral. Es importante recalcar

en este punto, que el efecto de EPR no ocurre en tejidos sanos[44-46].
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Por otro lado, los nanosistemas de mayor estudio en aplicaciones bioldgicas son
aquellos con un rango de tamafio mas pequefio (20-50 nm) y a pesar de que su permeabilidad
esta facilitada también tienen un mayor retorno a circulacion pues su retorno también es
mayor por difusion, razén por la cual se propone la creacion de sistemas conjugados a
moléculas biolégicamente activas y dirigidas a blancos moleculares, que permitan
aprovechar las cualidades de los tamafios nanométrico y mejorar la retencion en el tejido

tumoral de manera significativa.
2.10.2. Captacion activa

La captacion activa permite alcanzar los blancos moleculares a través de moléculas
bioldgicamente activas que al ser conjugadas a la superficie de las nanoparticulas permiten
el reconocimiento especifico de estos sistemas a través de receptores moleculares. Los
receptores moleculares generalmente son proteinas o glicoproteinas de membrana que

permiten la interaccion de diferentes sustancias con los mecanismos del metabolismo celular,

Ademas, cambian su expresion segun el estadio del cancer, sobreexpresandose en la
superficie de la membrana celular. Por otro lado, los ligandos a los receptores de membrana
pueden ser péptidos, fragmentos peptidicos, proteinas, moléculas pequefias o0 una
combinacién de varios tipos de biomoléculas especificas. La captacion activa de manera
particular en nanosistemas se ve aumentada por el efecto de EPR, que sigue estando activo,

logrando un aumento en el tiempo de residencia en los tejidos de interés.

La razén principal del uso de biomoléculas radica en que la mayoria de las células
cancerosas tienen una sorbreexpresion en sus receptores, comunmente debido a las altas tasas
de replicacion celular, y esta diferencia entre células sanas y enfermas permite que su uso sea
tan efectivo en el mayor de los casos permitiendo ademas que se lleve a cabo una captacion
especifica via endocitosis mediada por receptores (RME). La RME es la ruta méas comuan por
la cual las NPs tienen acceso al interior celular y puede ser descrita en cinco pasos generales:
a) las NPs funcionalizadas llegan al sitio tumoral, b) se lleva a cabo el reconocimiento y
unién de los ligandos con sus receptores, ¢) Se desencadena un cambio conformacional en la
membrana celular, d) el cambio conformacional promueva la formacion de la invaginacion

de la membrana plasmética y, e) esta invaginacion genera la formacion de endosomas
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tempranos (Figura 5). Otros factores que también influyen en la cinética de captacion son el

tamario, la forma, la rigidez, la carga, concentracion y los tiempos de incubacion [44, 45]

© ® ® o

| T;TT it L2 . tee

a) b) c)

‘ Nanoparticula

Péptido de direccionamiento
Y Receptor

Figura 5. Captacion mediada por receptores. Tomado y modificado de [45]

2.11. Funcionalizacion

Los objetivos de la funcionalizacion son generar sitios activos especificos y mejorar las
caracteristicas superficiales de las nanoparticulas. Este proceso acarrea consigo ciertas
ventajas pues se basa ademas en el principio de multimericidad, ocasionando que maultiples
ligandos se unan a maltiples sitios de reconocimiento especifico, potenciando asi los eventos
de interaccion membrana celular-nanosistema a su vez que se incrementa la concentracion
de dichos sistemas en los sitios cancerosos y se evitan efectos toxicos en tejidos y érganos

Sanos.

La funcionalizacion puede ser via enlace tipo covalente o no covalente (tipo interacciones
electrostaticas, Van der Waals y/o puentes de hidrégenos), y en el proceso es importante
controlar las condiciones de reaccion (temperatura de reaccion, solventes, surfactantes,

tiempo de reaccion, etc.) para asegurar la completa y correcta formacién del sistema.

2.11.1. PSMA e iPSMA: moléculas que logran el reconocimiento molecular.

El antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) o glutamato carboxipeptidasa Il

(GCP 11) es una proteina integral multifuncional y transmembranal dependiente de Zn?*,
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presente en las células epiteliales de préstata normales. Las funciones que realiza son: ser un
receptor de internalizacion, una enzima de absorcion de nutrientes, una peptidasa involucrada
en la transduccidn de sefiales y ayudar en la motilidad celular. En células sanas, PSMA es
internalizado constitutivamente desde la superficie celular por un mecanismo endocitico
mediado por clatrina (CME), proceso en el cual cierto nUmero de estos receptores son
reciclados nuevamente a la superficie de la membrana celular. Estructuralmente tiene tres
dominios: a) un dominio citoplasmatico (CD) cuenta con un grupo amino terminal que
contiene un motivo de orientacion endocitica, b) una regién transmembranal hidrofébica
(TM) y C) un dominio extracelular (ED) que cuenta con un carboxilo terminal siendo ademas
altamente glicosilado (9 sitios de proteinas destinadas a utilizarse fuera de la célula).
También, posee dos sitios cataliticos, uno con actividad de N-acilado-alfa vinculado a amino
dipeptidasa (NAALADasa) y otro con actividad de folato hidrolasa (FOLH), como se puede
observar en la Figura 6[34, 37, 38, 41, 47-52].

COOH

Dominio
extracelular

Dominio
transmembranal

Cytosol

Dominio
citoplasmatico

NH,

Figura 6. Estructura del antigeno prostatico especifico de membrana (PSMA) con sus tres
dominios: CD (dominio citoplasmético), TM (transmembranal) y ED (extracelular.
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PSMA es sobreexpresado en el 95% de los canceres metastasicos de prostata; de igual
manera se ha encontrado expresado en lesiones primarias, metastasicas y adenocarcinomas
de prostata y en la neovasculatura tumoral. Sus niveles de expresion estan correlacionados
con su dependencia a andrdgenos y a la progresion de la enfermedad, mismos que aumentan
de forma precipitada y proporcional a la agresividad del tumor a la vez su expresion es
altamente restringida y con regulacion positiva. Caracteristicas que lo convierten en un
candidato ideal como biomarcador clinico para el diagnéstico, tratamiento y manejo de
cancer de prostata, sin dejar de lado que también puede funcionar en otros tipos de neoplasias
como gliomas, carcinomas hepaticos, osteosarcomas, cancer de tiroides y cancer metastasico

de mama, pues en estos también se tiene sobreexpresion de este.

Efectivamente se pueden unir a PSMA anticuerpos, aptdmeros y/o inhibidores. Dentro de
la categoria de inhibidores y gracias al Zn contenido en sitio activo de PSMA, el inhibidor
de PSMA (iPSMA) es propuesto como un vector de direccionamiento efectivo que se une
efectivamente por 3 principales y diferentes interacciones quimicas: 1) los 3 grupos
carboxilicos del fragmento Glu-Urea-Lys interaccionan electrostaticamente con los péptidos
de cadena lateral del lado activo de PSMA, 2) el oxigeno de la urea se coordina con el Zny
3) las estructuras aromaticas de B-naftilalanina interaccionan con los sitios activos de la
enzima. Una modificacién de esta estructura es el péptido DOTA-HYNIC-iPSMA disefiado
en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares y sintetizado por Ontores
Biotechnology Co. en la cual, HYNIC acttia como un sitio lipofilico adicional debido al anillo
heterociclico, mientras que DOTA sirve como agente quelante de diversos iones. La figura
7 muestra la estructura de la molécula de DOTA-HYNIC-iPSMA.

H
— N H o 5 o
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Figura 7. Estructura de la molécula de DOTA-HYNIC-iPSMA
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2.12. Caracterizacion de nanoparticulas.

Las técnicas de caracterizacion son realizadas para conocer las caracteristicas de tamafio,
forma, pureza, estabilidad, asi como composicion quimica de los sistemas sintetizados y
comunmente se dividen en dos grandes categorias, técnicas espectroscopicas y técnicas
microscopicas. La tabla 3 agrupa las técnicas empleadas, asi como las caracteristicas

analizadas con cada una de ellas.

Tabla 3. Caracteristicas fisicoguimicas estudiadas por las diferentes técnicas analiticas

Caracteristica analizada

Técnica Composicion Distribucion Estado de Area

NUmero Forma superficial y

guimica de tamafio agregacion
carga

UV-Vis 4
FT-IR
DRX
XPS
DLS v v

PZ v
Espectroscopia
de fluorescencia
FRX 4

DSC-TGA
SAED

HRTEM
TEM v v v v

AN NERAN

<

2.12.1. Espectroscopia de Absorcion electronica UV-Vis

La espectroscopia de absorcion molecular se basa en la media de la transmitancia T o de
la absorbancia A de disoluciones que para ser analizadas se encuentran en cubetas/celdas

transparentes, teniendo un camino Optico de la radiacion normalmente en cm.

La absorcidn ultravioleta o visible por una especie (M) se puede considerar como un
proceso de dos etapas: 1) una excitacion electronica como se muestra en la Ec. (1), y 2) una
relajacion, siendo la forma mas comdn la que supone la liberacion de la energia como calor
(Ec (2)).

M+ hv - M* Ec. (1)
M* = M + calor Ec. (2)
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Donde:

M™: molécula excitada.

hv: fotén.

De manera general la absorciéon de radiacion UV-Vis se debe a la excitacion de los

electrones de enlace, pudiéndose correlacionar estas bandas con los tipos de enlaces de las

moléculas, permitiendo a su vez identificar ciertos grupos funcionales. Los grupos

absorbentes en las moléculas se pueden clasificar por su tipo de transiciones electronicas,

que pueden ser:

a)

b)

Electrones tipo @, 6 y 1: Incluyen iones y moléculas organicas. Por regla general,
todos los compuestos orgadnicos son capaces de absorber radiacion pues contienen
electrones de valencia que pueden ser excitados a niveles de energia superiores, sus
espectros en general son complejos y con bandas anchas pues la superposicion de las
transiciones vibracionales sobre las transiciones electrénicas conduce a una compleja
combinacién de lineas solapadas. Los electrones presentes en los enlaces de estas
pueden ser:  presentes en de los enlaces sencillos, ¢ provenientes de los enlaces
dobles y 1 de los electrones no enlazantes; asi como sus electrones antienlazantes
correspondientes 1" y 6. Resultado de lo anterior las transiciones son: a) ¢ = ¢* (con
méaximos de absorcidn no observables en la region UV-Vis), b) n — ¢ (comunes en
compuestos saturados con pares de electrones no compartidos), y, ¢) n > "y
m — m*. Estas Gltimas son la base de las transiciones que tienen los compuestos
organicos y producen picos de absorcion dentro de la region espectral
experimentalmente accesible (200-700 nm), ambas requieren de grupos funcionales
no saturados que aporten los electrones 7 (cromoforos).

Electrones d y f: Para los lantanidos, los procesos de absorcion son el resultado de las
transiciones electrénicas de sus electrones 4f. Una caracteristica importante de sus
espectros es la presencia de bandas de absorcion con picos caracteristicos, bien
definidos y estrechos, y que al ser conjugados se ven muy poco afectados por el tipo
de ligando asociado con el i6n metalico.

Transferencia de carga: para llevar a cabo este proceso se necesita un componente
con caracteristicas de dador de electrones y otro con propiedades de aceptor, tal es el
caso de complejo hierro (I1)/tiocianato.
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El uso de la espectroscopia UV-Vis para el analisis de NPs es generalmente para confirmar
los procesos de sintesis empleados para la obtencion de las nanoparticulas, asi como para
evaluar su estabilidad. La primera se confirma con base en la absorbancia de las muestras,
gue normalmente se encuentran en el rango de 220-800 nm. (10.3390/nan09121719). Por
otro lado, la funcionalizacién con la biomolécula se evalta por la presencia de las bandas

provenientes de las transiciones n —» ©* y m — m*del compuesto.
2.12.2. Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR).

El anélisis por IR permite la identificacion y localizacion de los grupos funcionales en una
molécula, la region denominada media (4000-600 cm™), es la principal herramienta para el
estudio de compuestos organicos y biomoléculas. Los espectros de absorcion y emision
infrarroja son el resultado de los distintos cambios energéticos producidos por las
transiciones de las moléculas de unos estados de energia vibracionales y rotacionales a otros,
siendo necesario que las moléculas sufran un cambio neto en su momento dipolar cuando
vibran o giran para poder absorber la radiacion infrarroja. La espectroscopia Infrarroja por
transformada de Fourier emplea un dispositivo oOptico (interferémetro) que produce una
grafica de intensidad contra el tiempo que se llama interferograma (contiene la informacion
de la radiacion absorbida para todas las frecuencias del haz inicial), esta informacion al llegar
al detector es decodificada a una grafica de intensidad de la luz transmitida vs frecuencia

gracias a las transformadas de Fourier.

La espectroscopia Infrarroja resulta de gran importancia en el analisis de sistemas
conjugados con biomoléculas pues permite conocer e identificar los grupos funcionales
presentes, asi como para identificar la formacidn de enlaces quimicos nuevos entre las NPs
y las biomoléculas y su presencia en la superficie de estas [14]. Por lo tanto, en la formacion
del sistema de NPs de lantanido-péptido, la importancia del analisis radica la presencia de las
bandas del péptido en el mismo, puesto que las vibraciones correspondientes al nlcleo del
lantanido suelen ser entre una y dos, debidas a la vibracion comunmente lantanido-O,
ademas, los cambios presentados entre los diferentes sistemas ayudan a dar seguimiento a la

correcta funcionalizacion y dilucidar la forma en que se enlazan los componentes [6].
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2.12.3. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Se conoce también como espectroscopia de correlacion de fotones y dispersion eléstica de
la luz. ElI fundamento de la técnica se basa en cdmo una suspension de particulas en
movimiento Browniano al ser excitadas por un rayo laser ocasionan que este cambie su
longitud de onda de entrada tras golpear a las nanoparticulas, creando un cambio Doppler,
que es un pequefio cambio de frecuencia en la luz dispersada en comparacion con la no
dispersada, este cambio proporciona informacion acerca del tamafio (diametro
hidrodindmico: Dn), Yy la distribucion del tamafio, principalmente, aunque también puede dar
informacion de la forma o estructura de las particulas con sus respectivas consideraciones.
El Dy también llamado didmetro Stokes-Einstein o Didmetro de Stokes representa el
didmetro tedrico de una particula esférica, razon por la cual puede variar significativamente
con respecto al tamafio real de las particulas estudiadas, pues el analisis ademas esta
influenciado por pardmetros como el tamafio fisico real y su comportamiento relacionado al
mismo, la estructura y textura superficial de las NPs, como la concentracion y tamafio de los
iones presentes en el medio de dispersion, temperatura de analisis, solvente empleado y
angulo de dispersion, es conveniente complementar los resultados con otras técnicas de
analisis como TEM o DRX con analisis de Scherrer [6] [14]. El uso de esta técnica se empleo
para estudiar la distribucion de tamafio y el diametro hidrodindmico promedio de las
nanoparticulas antes y después de funcionalizarlas con el péptido iPSMA.

2.12.4. Potencial zeta ()

Se define al potencial zeta como el promedio electrostatico donde se unen la capa difusa
y la capa de Stern del coloide en suspension, normalmente a 0.2 nm de la superficie de las
particulas. Su importancia radica en la informacién que proporciona acerca del
comportamiento y estabilidad del coloide, sin significar que representa estrictamente la carga
de la superficie de las particulas (potencial superficial) puesto que este potencial no puede
medirse de forma directa. Sin embargo, la medicion del potencial zeta en agua representa una
buena aproximacion del valor superficial y es uno de los métodos més directos para la
caracterizacion de las superficies coloidales. Este valor se obtiene suministrando un campo
eléctrico a través de la dispersion, donde el cambio en la frecuencia en la luz incidente debida

a la movilidad de las particulas se convierte en el PZ utilizando la teoria de Smoluchowski o
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Huckel. Siendo descrito de manera general que valores con un valor absoluto por encima de

25 mV son indicativos de sistemas con una buena estabilidad [14, 53-55].

Los analisis de {"tuvieron como finalidad analizar el comportamiento, la estabilidad y los

cambios en la “superficie” de las particulas al ser funcionalizadas con el péptido iPSMA.

2.12.5. Microscopia Electronica de Transmision (TEM).

Dentro de las técnicas de analisis de nanoparticulas, la Microscopia Electronica de
Transmision resulta ser la herramienta mas potente para determinar el tamafio y la
distribucion de tamafio de las particulas, asi como su morfologia y estructura cristalina [14].
La conjugacion del péptido en la superficie de la nanoparticula se puede observar como una

baja densidad electronica alrededor de la nanoparticula de Lutecio.

La técnica se basa en un haz de electrones que son acelerados y manejados a través de
lentes electromagnéticas, para irradiar a través de una muestra delgada al tiempo que va
interaccionando con la misma. Los electrones irradiados son capaces de penetrar muchos
planos atdmicos y son difractados por las diferentes regiones cristalinas de los materiales,
dando una imagen formada por los electrones que emergen, donde generalmente las zonas
con elementos més densos suelen observarse mas oscuros en la muestra; la técnica permite
magnificaciones de 100 a 500 000 veces aproximadamente. Los principales componentes del
microscopio electronico de transmision son: la columna dptica electrénica, el sistema de
vacio, el sistema de enfriamiento, corrientes de alimentacion y sus controles, y el dispositivo
de registro de la imagen. En el microscopio de transmisién, los electrones se obtienen por
emision termoidnica a partir de un filamento usualmente de tungsteno que es calentado
gracias a una corriente, una lente magnética proyecta el haz de electrones sobre una pantalla
fluorescente donde es observada la imagen. El proceso de trayectoria de los electrones desde

la fuente hasta la pantalla se realiza en u sistemas sellado y al vacio.

Uno de los factores mas importantes para un adecuado analisis por TEM es la correcta
preparacion de la muestra para evitar aglomeracion de las nanoparticulas y garantizar la
obtencion de buenas imagenes. Generalmente las muestras se preparan secando una muestra

representativa y diluida del material en una rejilla de cobre con recubrimiento de carbono.
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Ademas de la obtencion de la imagen, el microscopio de transmision permite obtener
informacion de otro tipo con el uso de detectores y equipo periférico apropiado, como los

siguientes:

e Microscopia Electrénica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM).

Es un estudio resultante de variaciones en los arreglos de los campos magnéticos que
ayudan a focalizar el haz de electrones del microscopio electronico de transmision.

Las imagenes de HRTEM permiten estudiar la microestructura de los materiales con

mayor resolucién, ayudando a determinar la posicion de los atomos dentro de los materiales.

« Difraccion de Electrones de Area Selecta (SAED).
Si el material analizado es cristalino, los electrones sufren una difraccion en distintas
direcciones en funcidn de su estructura cristalina; obteniéndose un patron de difraccion

caracteristico.
2.12.6. Difraccion de Rayos X (DRX).

Se considera una de las técnicas mas poderosas para estudiar la estructura cristalina de los
nanomateriales y se fundamenta en la Ley de Bragg. Permite conocer el arreglo atémico, la
posicion e intensidad de los picos de difraccion, asi como el grado de cristalinidad y pureza
de los materiales [14] [6].

El analisis se realiza colocando la muestra de forma compacta y exponiéndola al haz de
rayos X que es difractado por cada &tomo de la muestra en polvo a un angulo de 2 tetha, la
difraccién de cada cristal forma el patron cristalografico. Para este patron los rayos X
dispersos muestran valores de intensidad mé&xima a angulos especificos para los diferentes
picos de un material en particular. Estos picos son el reflejo de las caracteristicas estructurales
y fisicoquimicas de los cristales contenidos en la muestra. Ademas de lo anterior, con los
resultados obtenidos se puede calcular teéricamente el tamafio de particula empleando la

ecuacion de Scherrer [6] [14].

2.12.7. Andlisis térmicos (DSC-TGA)
Tanto el Andlisis termogravimétrico como la Calorimetria Diferencial de Barrido

pertenecen a las técnicas de analisis térmico, que tienen como finalidad determinar las
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propiedades fisicas de una sustancia y/o sus productos bajo un programa de temperatura

controlado.
e Calorimetria Diferencial de Barrido

El fundamento de la técnica se basa en el registro de las variaciones de flujo de calor o de
temperatura de una muestra, analizando el cambio de la Capacidad Caldrica (Cp) de un
material con respecto a la temperatura. Para esto, una muestra con una masa conocida y un
material de referencia son calentados bajo parametros definidos y considerando el principio
de balance nulo (cualquier cambio en el valor de la entalpia experimentado por la muestra
implica una adicion energética, bien sea al crisol de referencia o a la muestra, con el objeto
de mantenerlos a la misma temperatura), por lo tanto la energia térmica sera exactamente
igual en magnitud a la energia absorbida o liberada en la transicion, y el balance de energia
proporcionara una medida calorimétrica directa de esta energia. Por lo tanto, lo que se mide
es la energia suministrada requerida para mantener a la misma temperatura tanto a la muestra
como al material de referencia (material inerte que no experimenta ninguna transicion o
transformacion en el intervalo de temperatura a estudio). Los resultados obtenidos son de
diferenciales de calor en funcion de la temperatura y proporcionan informacién sobre los
efectos térmicos y los cambios que estos causan, dentro de los que se incluyen: la fusion,
cristalizacion, sublimacion, ebullicion, transiciones vitreas, porcentaje de pureza, porcentaje

de cristalinidad, etc.

e Analisis termogravimétrico

La termogravimetria ha sido desarrollada para identificar y medir los cambios fisicos y
quimicos que sufren los materiales cuando son expuestos a variaciones controladas de
temperatura. El analisis se basa en el registro continuo de la variacion de la masa (perdida o
ganancia) del material analizada cuando esta se somete a un programa controlado de
temperatura (cambio de temperatura lineal a una rampa de temperatura) y en una atmosfera
controlada. Los datos obtenidos del analisis termogravimétrico son del cambio de masa con
respecto a la temperatura o al tiempo, representando graficamente las variaciones
porcentuales de la masa y los aspectos que pueden determinarse incluyen: el porcentaje de

pérdida de peso por descomposicion, deshidratacion, perdida de disolvente, absorcion, etc.
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De igual manera puede determinarse la estabilidad térmica u oxidativa, la descarboxilacion
y el porcentaje de aditivos. Comunmente los equipos constan de: una balanza que registra la
masa inicial, sus cambios durante el analisis y la masa final, un horno infrarrojo que provee

la temperatura del analisis y un sensor de temperatura.

De manera global ambas técnicas ayudan a evaluar el estado fisicoquimico y posibles
interacciones/ descomposiciones de los componentes de los materiales y al estar acopladas
permiten identificar las posibles ganancias o pérdidas de peso y asociarlas a los diferentes

fendmenos posibles.
2.13. Desarrollo de radiofarmacos.

Un radiofarmaco es una molécula organica que contienen en su estructura un atomo
radioactivo y que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacion puede ser
administrado a seres humanos para el diagnostico y/o tratamiento de enfermedades. Los
radiofarmacos Utiles en terapia molecular dirigida constan de tres componentes: el
radionuclido, una molécula biolégicamente activa o biomolécula que permita el
reconocimiento especifico y un agente quelante bifuncional (BCFA), encargado tanto de unir

al radionuclido como a la molécula de vectorizacion.

La referencia a radiofarmacos terapéuticos no implica un efecto farmacolégico, ya que la
molécula acarreadora del radiondclido (anticuerpo, péptido, oligonucledétido, aptamero, etc.)
se administra a una concentracion muy baja (traza) de forma que no perturbe el sistema
bioquimico, actuando como un simple dispositivo médico que transporta al radiondclido a
un blanco molecular especifico, donde la energia de radiacion depositada es altamente

selectiva para eliminar a las células malignas.

Aungue no existe una bala méagica para el tratamiento de las enfermedades, las mejoras
en los radiofarmacos existentes, o la creacion de nuevos con propiedades mejoradas son las
alternativas a trabajar para de esta forma lograr tanto, tratamientos como diagndsticos mas
efectivos y sensibles con menos efectos adversos y adecuadas caracteristicas para su

produccion (costo, facilidad, accesibilidad, etc.).
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3. JUSTIFICACION

La investigacion de nuevos radiofarmacos basados en nanoparticulas para el tratamiento
de cancer es de interés mundial en el &ambito de la Salud por las prometedoras caracteristicas
que estos sistemas presentan. El desarrollo de estos fundamenta su éxito en los componentes
involucrados en los nanosistemas, donde se permita que los radiontclidos contenidos en su
estructura cumplan con las caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas adecuadas para que
logren un tratamiento y/o diagndstico exitoso en los sitios blancos limitando ademas la

llegada de estos a tejido y células sanas.

De manera general, las nanoparticulas que cumplen con un tamafio adecuado (<50 nm)
pueden acumularse de forma pasiva en tejido tumoral debido al efecto EPR, esta captacion
puede verse mejorada con el empleo de biomoléculas y moléculas biolégicamente activas
que permitan un reconocimiento especifico por receptores (proteinas o glicoproteinas de
membrana) que ampliamente se encuentran descritos estar sobreexpresados en las células
tumorales y que los convierte en blancos moleculares adecuados. Por lo anterior, es de
importancia la correcta eleccion de los metodos de sintesis para la obtencion de las
nanoparticulas, logrando que estas cumplan con las caracteristicas deseadas (morfologia,
tamafio, composicion, etc.), y permitan ademas su facilidad para su conjugacion y/o

modificacion superficial.

Con base en lo anterior, se planted la obtencion y disponibilidad de nanoparticulas de
oxido de lutecio y 6xido de samario de manera facil y rapida que permitan tener una masa
suficiente de los lantanidos para obtener radiofarmacos con actividades adecuadas para su
uso médico directo, pudiendo estas ser ademas ser funcionalizadas con biomoléculas o
moléculas biolégicamente activas para un reconocimiento molecular especifico en sitios
tumorales. Permitiendo ademas que para el caso de *’’Lu, este pueda ser producidos en el

reactor Triga Mark Il sin necesidad de adquirirse como radionuclido de importacion.
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4. HIPOTESIS

Las propiedades estructurales y bioquimicas de los sesquioxidos de lantanidos Lu y Sm
en forma de nanoparticulas (Lu20O3z NPs y Sm203 NPs) funcionalizadas con péptido (Lu2Os-
iPSMA NPs y Sm»03-iPSMA-BN NPs) no se veran alteradas por efecto del proceso de
irradiacion neutrénica en el reactor Triga Mark Ill, permitiendo su potencial uso en el
reconocimiento especifico de sus receptores especificos de membrana: PSMA (*"7Lu2Os-
iPSMA NPs) y PSMA y GRPr (***Sm,03-iPSMA-BN NPs), por lo cual sera posible su uso
como radiofarmacos para radioterapia molecular dirigida.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Sintetizar por un precipitacion-calcinacion (P-C) y por ablasion laser pulsada en liquidos

nanoparticulas de 6xido de lutecio (Lu2Os NPs) y Oxido de samario (Sm20s NPs)

funcionalizadas con un péptido y caracterizar sus propiedades fisicoquimicas antes y después

de su irradiacion neutrénica, asi como sus propiedades bioguimicas (reconocimiento

molecular).

5.2. Objetivos especificos.

a)
b)

c)

d)

f)

9)

h)

Sintetizar por precipitacion-calcinacion nanoparticulas de Lu,O3 y Sm0:s.
Caracterizar por TEM y DSC-TGA los precursores Lu(OH)(CO3)-xH,0/
Lu,(CO3)3 - xH,0y Sm(OH); - H,0.

Caracterizar por TEM, HRTEM, SAED, DRX, DLS, PZ y espectroscopias UV-VIS
e FT-IR las nanoparticulas de Lu20O3 y Sm203 obtenidas por P-C.

Funcionalizar las Lu203 NPs y Sm203 con la secuencia peptidica iPSMA e iPSMA-
BN, respectivamente.

Caracterizar los sistemas Lu2O03-iPSMA NPs y Sm203-iPSMA-BN por TEM, DLS,
PZ, UV-VIS e FT-IR

Sintetizar por ablasion laser pulsada en liquidos (PLAL) Lu203 NPs y Sm>O3 NPs
empleando como medio de inmersion agua tipo 1.

Sintetizar por ablasion laser pulsada en liquidos (PLAL) Lu20s3-iPSMA NPs y
Sm203-iPSMA-BN NPs empleando como medio de inmersion las soluciones
peptidicas correspondientes.

Caracterizar por TEM, HRTEM, SAED, DRX, DLS, PZ, FT-IR y UV-VIS las
nanoparticulas de Lu20O3 y Sm>0s sintetizadas por PLAL.

Caracterizar por TEM, DLS, PZ, FT-IR y UV-VIS los sistemas Lu,O3z-iPSMA NPs y
Sm>03-iPSMA-BN sintetizadas por PLAL.

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS.

ANCIRA-CORTEZ A



)

k)

p)
q)

Y

Realizar la activacion neutronica de Lu203 NPs y Sm203 NPs sintetizadas por P-C y
PLAL.

Preparar los sistemas ’’Lu.Os-iPSMA NPs y %Sm,03-iPSMA-B N con las
nanoparticulas obtenidas P-C y PLAL y activadas por captura neutrénica.

Evaluar la internalizacion de los radionanosistemas *’Lu203 NPs y *""Lu203-iPSMA
NPs en células HepG2.

Evaluar la citotoxicidad de los radionanosistemas *""Lu,O3 NPs y ’Lu,Os-iPSMA
NPs mediante el ensayo XTT en células HepG2.

Evaluar la afinidad hacia PSMA de los radionanosistemas *"’Lu,03 NPs y Y"Lu,Os-
IPSMA NPs en células HepG2.

Evaluar la biodistribucion in vivo de los radionanosistemas *"’Lu,O3 NPs y Y/"Lu,Os-
IPSMA NPs en ratones sanos Balb-C

Obtener los espectros de emision de luminiscencia de ’Lu2O3 NPs.

Evaluar la internalizacion de los radionanosistemas *3Sm,0s; NPs y !%3Sm,0s-
iIPSMA-BN NPs en células HepG2 y PC3.

Evaluar la citotoxicidad de los radionanosistemas *3Sm,03; NPs y 1**Sm,03-iPSMA-
BN NPs mediante el ensayo XTT en células HepG2 y PC3.

Evaluar la afinidad hacia PSMA y GRPr de los radionanosistemas *°3Sm,03; NPs y
1535m,03-iPSMA-BN NPs en células HepG2 y PC3.

Evaluar la biodistribucion in vivo de los radionanosistemas *3Sm,0; NPs vy
1535m,03-iPSMA-BN NPs en ratones sanos Balb-C

Obtener los espectros de emision de luminiscencia de ***Sm,03 NPs.
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6. METODOLOGIA

6.1. Sintesis P-C para la obtencion de Lu203 NPsy Sm203 NPs

6.1.1. Sintesis Lu2O3 NPs

Se prepard una solucion acuosa de LuCls (10 mM), con agitacion durante 30 minutos.
Posteriormente se adicion6 por goteo una solucion de 2 M de NH4OH:(NH4)>COz en una
relacion 1:1 con agitacion vigorosa y a temperatura ambiente hasta que ocurrid la
precipitacion y se alcanz6 un pH de 9, una vez que obtenido el sedimento se continud con la
agitacion durante 30 minutos mas. Al término del tiempo, la suspension precursora se
centrifugd a 25009 durante 30 minutos con agua desionizada para su lavado, repitiendo el
proceso hasta alcanzar un pH neutro. Después, la muestra se puso a secar a 110°C durante
24 h 'y finalmente se calcind a 1100°C durante 24 h para completar el proceso de formacion
de las NPs.

6.1.2. Sintesis SmyO3 NPs

Se utiliz6 una solucion de Sm203 (19 mM) que se mantuvo en agitacion durante 30
minutos para una completa homogeneizacion, posteriormente se adicioné HCI concentrado
hasta observar la formacion de una solucion translicida, indicando la formacion del SmCls
correspondiente. A la solucion anterior se le agregd una solucién de NaOH 3M por goteo con
agitacion continua y a temperatura ambiente hasta la observacion de la formacién del
precipitado (pH>12). La agitacion se continu6é durante 30 minutos mas, posteriormente el
precipitado fue lavado con agua desionizada via centrifugacion a 2500g durante 30 min hasta
alcanzar un pH neutro. La muestra final se coloc6 en una placa de calentamiento a 90°C
durante 24 horas y finalmente, el polvo obtenido se calciné a 600°C durante 24 horas para

completar el proceso de formacion de las NPs.
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6.2. Preparacion de los sistemas Lu203-iPSMA y Sm20s3-iPSMA-BN

Con la finalidad de obtener un sistema especifico y mejorar su eficacia terapéutica las
177L_u,03 NPs se funcionalizaron con la secuencia peptidica 1,4,7,10-tetraazociclodecano, N,
N, N, N”""-acido tetra-acético-hidrazinonicotinilo-Lys-(B-naftilalanina)-NH-CO-NH-Glu
(DOTA-HYNIC-iPSMA) y las Sm>03 NPs se funcionalizaron con la secuencia OH-Gu-CO-
Lys{Nal-Cys[Pyr-GIn-Lys(maleidomidobutyl)-Leu-Gly-Asn-GIn-Tep-Ala-Val-Gly-His-
Leu-Met-NH,)]-DOTA}-OH (iPSMA-BN).

El proceso se llevd acabo colocando 10 mg de cada uno de los polvos de nanoparticulas
en una solucién de citrato de sodio 5 mM para Lu,Oz NPs y 1 mM para Sm203 NPs, estas
soluciones se colocaron en un bafio de ultrasonido durante 30 minutos para resuspenderlas y
homogeneizarlas. Por otro lado, se prepararon las soluciones peptidicas a una concentracion
de 1mg/ mL y se inyectaron 100 puL a cada tipo de nanoparticulas, las mezclas se
homogeneizaron durante 1 hora mas. Al finalizar las muestras fueron purificadas por
ultrafiltracion a 25009/30 min empleando unidades de filtracion de 100 kDa para Sm»Oz-
iPSMA-BN y de 30 kD para Luz20s-iPSMA.

6.3. Activacion de Lu203[*""Lu203] NPs y Sm203[**3Sm203] NPs

1771 u,03 NPs y 1%3Sm,03 NPs se produjeron por captura neutrénica. Para la activacion
neutrdnica se utilizaron de 100 mg cada tipo de nanoparticulas ("'Lu203 NPs y "*Sm,03z NPs)
que fueron irradiados en la posicion SIFCA del reactor nuclear Triga MARK 111 del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares durante 20 horas a un flujo de neutrones de

1x103n-s71-cm™2.

6.4. Sintesis PLAL para la obtencion de Lu203NPsy Sm203 NPs

Se utilizaron comprimidos circulares de 10 mm de diametro y 3 mm de una masa de 400
mg de polvo de Lu.Ozy 300 mg de polvo Sm2Oz que se elaboraron por compresion manual
(P=20.68 MPa). Por otro lado, los medios de disolucion utilizados fueron: a) Solucion de
citrato de sodio 5 mM (Lu20z NPs) y 1 mM (Sm203 NPs), b) Solucion peptidica de
iIPSMA(1Img/mL) y c) Solucion peptidica de iPSMA-BN (1mg/mL). Durante cada

experimento se colocd un comprimido en el fondo de un vaso de precipitados de un volumen
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de 25 mL al cual se le adiciond la cantidad necesaria para alcanzar una altura aproximada de
1cm del liquido (~2 ml de solucion). Antes de cada experimento el laser fue focalizado sobre
la superficie del comprimido a una distancia focal de 20 cm; posteriormente las muestras se
irradiaron empleando un laser de Nd:YAG (Quantel®, modelo Q-smart 100) operado a una
energia de 8.393 mJ/pulso para LuxO3 NPs de 5.614 mJ/pulso para Sm>Osz NPs, una
frecuencia de 10 Hz, una longitud de onda de 532 nm y una duracidn para cada irradiacion
de 10 minutos (n=3).

Una vez concluidas las repeticiones de cada experimento se recupero el liquido donde se
depositaron las NPs y en el caso de las nanoparticulas suspendidas en soluciones peptidicas
estas se purificaron con lavados repetitivos via ultrafiltracion (2500g/30 min) hasta la
eliminacién completa del péptido no enlazado (utilizando unidades de filtracion MWCO
100/30 kDa; Merck-Millipore a 25009/30 min).

6.5. Preparacion de los sistemas 1'Lu203-iPSMA NPsy **Sm203-iPSMA-BN NPs

Para la preparacion de los sistemas de radionanoparticulas funcionalizadas se realizd
primero la activacion de los polvos de "™Lu,03 NPs y "Sm,03 NPs obtenidos por ambas
sintesis en el reactor Triga MARK 1. Una vez obtenidas las radionanoparticulas, el proceso

de funcionalizacién se realiz6 de acuerdo con lo descrito en el numeral 6.2.

6.6. Caracterizacion de los diferentes sistemas

Para obtener evidencia de la formacion de los nanosistemas se realizaron analisis

fisicoquimicos en las diferentes fases de sintesis.
6.6.1. Espectroscopia de Absorcion electrénica UV-Vis

Los espectros de absorcion fueron adquiridos en un espectrofotdmetro Perkin-Elmer
LambdaBio con barridos en un rango de 200-350 nm en una celda de cuarzo de 1 cm. Las
soluciones analizadas fueron: Lu203 NPs, Sm203 NPs, iPSMA, iPSMA-BN, Lu203-iPSMA
NPs, Sm20s-iPSMA-BN y los mismos sistemas después de su decaimiento radioactivo, las

muestras emplearon como solvente agua Tipo | y se midieron recién preparadas.
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6.6.2. Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo se adquirieron en un equipo Perkin Elmer (Perkin Elmer
System 2000) con una plataforma ATR (Reflexion total atenuada) por Transformada de
Fourier. Las muestras analizadas fueron los mismos sistemas que en el UV-Vis ademas de
los compuestos precursores de las nanoparticulas (Lu(OH)(COs3) - xH,0/Lu,(CO3)5 -
xH,0 y Sm(OH); - H,0). Los espectros se obtuvieron en el intervalo de 4000-400 cm™ con

un barrido de 20 y una resolucion de 1 cm™,
6.6.3. Microscopia electronica de barrido

Las micrografias de barrido se obtuvieron con un microscopio JEOL JSM 6510LV
operado a 20 kV. Las muestras analizadas fueron los polvos secos y calcinados de las
nanoparticulas de Lu.O3z y Sm,Oz colocadas en portamuestras para SEM y se recubrieron con

una capa delgada de oro (~15 nm) utilizando un sistema Denton Vacuum DESK V.
6.6.4. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las micrografias se obtuvieron con un microscopio JEM 2010 HT operado a 200 kV. Para
poder obtener las imagenes las muestras se montaron por evaporacién de 10 uL de la solucién
de NPs en rejillas de cobre para microscopia cubiertas con carbono. Las muestras analizadas
fueron: los precursores de ambos tipos de nanoparticulas obtenidos por la sintesis P-C, las
nanoparticulas de Lu y Sm solas (sintesis P-C y PLAL), asi como los correspondientes
sistemas funcionalizados (P-C y PLAL). Las nanoparticulas y sistemas de ambas sintesis se
analizaron antes de su activacién neutrdnica y después de su decaimiento radioactivo. Los
tamafios de particula se cuantificaron utilizando el programa ImageJ contando al menos 600

nanoparticulas.
6.6.5. Microscopia Electronica de Transmision de Alta Resolucion (HRTEM)

Las imagenes de Microscopia Electronica de Alta Resolucion se obtuvieron con un
microscopio JEM 2010 HT operado a 200 kV con muestras montadas en rejillas de cobre y
recubiertas con carbono para microscopia a magnificaciones de 50 000x y 80 000 x. La
indexacién de los planos cristalograficos se realizé utilizando el programa ImageJ. Las

muestras analizadas fueron Lu2Os NPs 'y Sm>03 NPs de la sintesis P-C.
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6.6.6. Difraccion de Electrones de Area Selecta (SAED)

Las imagenes de Difraccion de electrones de &rea selecta se obtuvieron con un
microscopio JEM 2010 HT operado a 200 kV con muestras montadas en rejillas de cobre y
recubiertas con carbono para microscopia y empleando el modo de difraccion, las muestras
analizadas fueron las mismas que el numeral 6.6.5. La indexacion de los planos
cristalograficos se realiz6 utilizando el programa ImagelJ y las cartas cristalogréficas JCPDS
correspondientes.

6.6.7. Difraccion de Rayos X (DRX)

Los espectros de Difraccién de Rayos X se obtuvieron en un difractometro Burker D8
DISCOVER utilizando una fuente de rayos X de CuKa (A= 0.15406 nm) con un voltaje de
operacion de 35 kV y una corriente de 25 mA. El intervalo de obtencion del angulo 26 fue
de 15°- 90° y las muestras analizadas fueron: precursores Lu(OH)(CO3) - xH,0/Lu,(CO53)5 -
xH,0 y Sm(OH); - H,0 (sintesis P-C) y Lu20O3 NPs y Sm>03 NPs (sintesis P-C y PLAL).

6.6.8. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

La determinacion del didmetro hidrodinamico se realizé por Dispersion Dinamica de Luz
utilizando un analizador Nanotrac wave MN401. Las muestras fueron soluciones acuosas de
las nanoparticulas solas y conjugadas antes y después de la activacion neutronica y se

analizaron por triplicado.
6.6.9. Potencial Zeta ({)

El valor de potencial zeta se determiné en un equipo Nanotrac wave MN401. Las muestras
fueron soluciones acuosas de las nanoparticulas solas y conjugadas antes y después de la
activacion neutronica y se analizaron por triplicado con una longitud de onda de 657 nm,

21°C, corriente de 15.79 mA, campo eléctrico de 14.38 V/cm y tiempo de muestreo de 128
MS.

6.6.10. Analisis térmico (DSC-TGA)
Las curvas termogravimétricas se obtuvieron con un equipo de Calorimetria Diferencial

de Barrido acoplado a Analisis Termogravimétrico en un equipo y software STD Q600 VV20.9
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Build 20. Los parametros de medicidn consideraron una rampa de calentamiento de 10°C/
min (de 20°C-100°C) bajo atmosfera de nitrégeno. Para el analisis las muestras utilizadas
fueron los precursores de Sm y Lu, con la finalidad de estudiar las reacciones de

descomposicion de los compuestos hasta su 6xido correspondiente.
6.7. Caracterizacion bioldgica
6.7.1. Ensayos in vitro

Paro los andlisis in vitro se utilizaron dos lineas celulares: la primera fue la linea celular
positiva a PSMA de carcinoma hepatocelular HepG2 (ATCC® HB-8065™), las células se
cultivaron a 85% de humedad, 5% CO; y 37°C en medio DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) que fue suplementado con 10% de suero fetal bovino, 100 pg/mL de
estreptomicina y 100 unidades/mL de penicilina. La segunda linea celular fue la de
adenocarcinoma de proéstata, PC3, que fue cultivada bajo las mismas condiciones que la
anterior, pero en medio RPMI-1640.

6.7.1.1. Internalizacion celular

Los experimentos de internalizacion para "’Lu,Os NPs y 7Lu,Os-iPSMA NPs se
realizaron en células HepG2 y para **3Sm,0s; NPs y **Sm,03-iPSMA-BN NP en células
HepG2 y PC3, para esto se utilizaron por triplicado suspensiones celulares de 4x10° células
en 500 pL de PBS que se colocaron en tubos de ensayo. Las células se dividieron en tres
grupos de tratamiento que fueron los siguientes: a) 37 kBq de *""Lu203 NPs 0 1*3Sm;,03 NPs,
b) 37 kBq de ""Lu,0s-iPSMA NPs 0 1%3Sm,03-iPSMA-BN NPs y c) grupo control (sin
tratamiento). Las células tratadas con el radiontclido Y’Lu se dejaron incubar a diferentes
tiempos (0.5 h, 3h y 24h) mientras que las tratadas con el radiontclido **3Sm se dejaron
incubar a un tiempo (1h). Una vez concluidos los tiempos de incubacion se midio la actividad
inicial (volumen total de los tubos) que represento6 el 100%. Posteriormente las muestras se
centrifugaron (700g/5min) para retirar el sobrenadante y medir la actividad del botdn,
después el boton se incubd con 1 mL de NaOH 1M durante 5 minutos; pasado el tiempo se
volvieron a centrifugar (700g/5min); se retird el sobrenadante y se midi6 la actividad del

botdn que se utiliz6 para determinar el porcentaje de internalizacion.
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6.7.1.2.  Viabilidad celular (XTT)

La viabilidad celular se realizd en las mismas lineas celulares descritas en el ensayo de
internalizacion para los radionanosistemas de lutecio y samario. Los analisis se ejecutaron
mediante el ensayo XTT, sembrando en placas de 96 pocillos una densidad celular de 1x10*
células/pocillo que se incubaron durante 24h (37°C, 5%CO; y 85% de humedad) y se
dividieron en tres grupos. Transcurrido el tiempo de incubacion se elimin6 el medio de los
pocillos y se colocaron los diferentes tratamientos (a) 37 kBqg de *""Lu2O3 NPs 0 $*Sm,0s
NPs, b) 37 kBq de *""Lu,03-iPSMA NPs 0 1%3Sm,03-iPSMA-BN NPs y ¢) grupo control (sin
tratamiento), las células se dejaron incubar durante 1 h; transcurrido el tiempo el tratamiento
fue retirado y las células se lavaron por duplicado con PBS, se adicion6 medio fresco y se
colocaron en incubacién por 72 h, una vez finalizado el tiempo se agreg6 en los pocillos 100
uL de PBS y 50 pL de reactivo XTT y las células se dejaron incubar durante 4h mas para
permitir la conversion del XTT a formazan por las células viables. Finalmente, se midid la
absorbancia en un lector de microplacas considerando al grupo control como el 100% para
la obtencidn de los porcentajes de viabilidad.

6.7.1.3.  Afinidad a receptores

La afinidad hacia lo receptores PSMA y GRPr se realizaron mediante un ensayo de
saturacion. Se utilizaron las mismas lineas celulares descritas anteriormente para cada tipo
de nanoparticulas, para lo cual se incubaron (n=3) una densidad celular de 1x10°
células/pocillo en placas de seis pocillos durante 24 h para permitir la adherencia celular
(37°C, 5%CO; y 85 % de humedad). Tras el tiempo de incubacion las células se colocaron
en bafio de hielo durante 30 min, posteriormente las células se incubaron con siete diferentes
concentraciones de "'Lu,03-iPSMA NPs o !*Sm,0s;-iPSMA-BN NPs (90 nM-0.25
nm/200uL) por 2 h a 4°C. La captacion no especifica se determino en paralelo mediante la
adicion de “péptido frio” (iPSMA o0 iPSMA-BN, 1 mol/L) como agente bloqueante previo a
la adicion de los radionanosistemas. Al termind del tiempo se retir6 el medio por completo y
las células se lavaron por duplicado con PBS frio, posteriormente se adicion6 1 mL de NaOH
para lisar las membranas celulares y se midieron las actividades de la fraccion libre
(sobrenadante) y de la fraccion unida (ligada e internalizada en las células). Todas las

medidas se normalizaron utilizando un estandar de actividad conocida de los sistemas
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7u,03-iPSMA NPs y 13Sm,03-iPSMA-BN NPs. La afinidad especifica se calculé como
la diferencia de la actividad total menos la actividad no especifica. Los valores de Kq Yy Bmax

se determinaron por un analisis de regresion no-lineal utilizando el software GraphPad Prism.
6.7.2. Ensayos in vivo

Para los analisis in vivo se utilizaron ratones macho Balb-C de un peso promedio de 18-
30 g y una edad de entre 6-12 semanas. Los ratones se mantuvieron bajo los lineamientos

éticos para el cuidado de animales de laboratorio establecidos en la NOM-062-Z00-1999.
6.7.2.1.  Biodistribucion

Para el analisis de biodistribucion se inyecto6 a los ratones via intravenosa a través de la
cola caudal con los sistemas /’Lu,03-iPSMA NPs y 1%3Sm,03-iPSMA-BN NPs (100uL, 74
MBQq), estos se sacrificaron a las 0.5, 3, 24 y 96 h (n=3 para cada tiempo) y se pesaron y
midi6 la actividad de los diferentes 6rganos (sangre, corazon, pulmones, higado, pancreas,
bazo y rifiones) para determinar el porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido con
respecto a la actividad total inyectada. Se utilizd un estandar de actividad conocida que
represent6 el 100% de la actividad administrada.

6.7.2.2.  Imagen dptica (luminiscencia)

Las imagenes Opticas de luminiscencia se obtuvieron tanto de los polvos de *""LuOs-
iPSMA NPs y de Sm,0s-iPSMA-BN NPs, como de estos sistemas administrados en
roedores Balb-C en un equipo Bruker Preclinical Optical/ /XRay Imaging System in vivo
XTREME; no se utilizaron filtros de emision para verificar la radioluminiscencia y se
emplearon filtros de 535, 600, 700, 750, 790 y 800 nm con la finalidad de obtener el espectro
de intensidad de emision de luminiscencia (fotones/segundo/mm? vs longitud de onda). Se
obtuvieron las imégenes de Rayos X de los viales que contenian los polvos de las
radionanoparticulas para corroborar su posicion y su luminiscencia. Las imagenes de los
ratones se obtuvieron sin filtros de emision de los ratones completos a los 2 min, 120 min y
24 horas después de ser administrados con *’Lu,O3-iPSMA NPs (74 MBq, 1 mg) y después
de 3 h en los animales administrados con **3Sm,03-iPSMA-BN NPs, para poder tomar las

iméagenes los animales fueron anestesiados con oxigeno y 2% de isofluorano en posicion
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supina. Los polvos de las nanoparticulas de "’Lu.Os NPs fueron fotografiados antes y
después de su irradiacion neutronica en la oscuridad, con la finalidad de apreciar las
diferencias en color y la radioluminiscencia que son observables a simple vista, lo cual no se
pudo realizar con los polvos de 1**Sm,0s NPs pues la luminiscencia no fue observable a

simple vista.
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/. DISCUSION DE RESULTADOS

La sintesis de nanoparticulas de éxido de lutecio y éxido de samario por el método de
precipitacion-calcinacion resultd en una ruta relativamente facil y rapida. Como ha sido
reportado, la homogeneidad en su composicién sucedié durante la precipitacion. En el caso
de las nanoparticulas de LuzOs; los aniones de (NH4)2COsz actuaron como agentes
precipitantes, mientras que los aniones de NH4OH tuvieron por funcion la regulacion del pH
necesario en el proceso (pH~9), mientras que para Sm>Oz NPs la fase oxicloruro de lutecio
intermediaria ([Sm-O-Cl]), complejo covalente de distintas capas entres los iones (Sm0)#" y
Cl~, fue la especie que controlo la cinética del proceso de nucleacion y formacion del
precipitado (Sm(OHs) hidratado. Por otro lado, la segunda fase del proceso, la calcinacion,
influy6 en la pureza y aglomeracion del material (reflejado en el tamafio menor a 50 nm con
poblaciones monodispersas y monomodales). Las ventajas de este método fueron: facilidad,
rapidez, condiciones de reaccion de facil manejo (temperatura y presion ambiental y medio
acuoso) y su buen rendimiento (mayor a 75%); este ultimo se puede asociar al intercambio
que existe practicamente solo entre los elementos de los precursores y las nanoparticulas
finales (C, H, N, O y Sm/Lu), donde ademas los iones Na* y CI" no tienen mayor influencia
y los reactivos limitantes fueron los compuestos que incluian en su férmula quimica a los
lantanidos.

Por otro lado, las nanoparticulas sintetizadas por PLAL fueron de mayor tamafio (60-80
nm) y de poblaciones bimodales con morfologia de dos tipos: 1) esférica y bien definida y 2)
amorfa, que se puede explicar por la cantidad de eventos involucrados en el proceso, tanto
de naturaleza quimica (nucleacion y crecimiento) como fisica (expulsion de fragmentos). La
produccion de los dos tipos de poblaciones mermo el rendimiento de nanoparticulas que
cumplan con las cualidades idoneas para las aplicaciones planteadas y para la deteccion del

efecto de luminiscencia, siendo esto, la mayor desventaja del método.

Para corroborar la formacion de las NPs de éxidos de lantanidos Lu y Sm y de sus

correspondientes sistemas funcionalizados se realizaron distintos analisis fisicoquimicos, que
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globalmente dieron informacion sobre las cualidades morfoldgicas y de composicion quimica
al mismo tiempo que se complementaron. En este aspecto, los anélisis térmicos (DSC-TGA)
reflejaron el comportamiento de descomposicion térmica hasta la formacion de las NPs; los
datos experimentales de los porcentajes totales de pérdida de masa (Lu20z NPs ~27% y
Sm>03 NPs ~16%) coincidieron con aquellos reportados en la literatura, siguiendo ademas
para Lu los estadios de descomposicion que los carbonatos de metales de tierras raras
presentan (a: deshidratacion, b: descarbonatacion parcial y c¢: descarbonatacion completa) y

para Sm los correspondientes a los hidroxidos de lantanidos.

Una vez obtenidas las nanoparticulas se analizar sus aspectos cristalograficos, y de
acuerdo con los resultados obtenidos se corrobor6 la pureza, cristalinidad, identidad del
material, estabilidad coloidal y formacién de los materiales esperados después del proceso
de calcinacién. Estas caracteristicas también se evidenciaron por UV-Vis por la presencia de
sus bandas caracteristicas (Lu20Os NPs ~216 y Sm20s ~204 nm) asociadas también a su
estructura quimica y tamafio nanométrico, y por FT-IR con las bandas de vibracién entre los
lantanidos y el oxigeno de las nanoparticulas (~575 cm™ de la vibracion Lu-O y, ~580 cm?
de lavibracion Sm-O), bandas también reportadas como indicio del tamafio nanométrico de
los materiales, la completa cristalizacion (a la estructura cabica) y la pureza en el proceso de

formacion de los 6xido metalicos.

Los sistemas funcionalizados mostraron cambios en los resultados analiticos de sus
correspondientes sistemas solos. En cuanto a los aspectos morfoldgicos el péptido se observo
en las micrografias TEM como una baja en la densidad electrénica alrededor de las NPs por
la menor interaccion entre los electrones acelerados y las moléculas del péptido, aumentando
ademaés el tamafio de ambos sistemas aumento tras su analisis en ~3 nm, pero conservando
la morfologia cuasi-esférica inicial. Su estabilidad coloidal se observé en los sistemas solos
(PZ mayor a |25 mV|) y se vio mejorada en sus respectivos sistemas funcionalizados (PZ
mayor a |35 mV/|). Referente a su composicion quimica, los espectros UV-Vis mostraron la
aparicion de bandas que los péptidos libres tienen (solapamiento a ~226 nm para Lu2Os-
iPSMA, y bandas a 232 nm y 285 nm para Sm203-iPSMA) y la conservacion de las bandas
de las nanoparticulas con ligeros desplazamientos de ~ 2 nm; estos pequefios pero evidentes

desplazamiento se deben al bajo efecto que los ligandos pueden tener en los iones metalicos,
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pues sus las bandas de absorcion de los iones lantanidos involucran a los electrones 4f que
estan protegidos de influencias externas por los orbitales ocupados por electrones con
mayores nimeros, por lo cual sus bandas contintian siendo estrechas y sin mayor afeccion
por especies unidas a los electrones externos, pero indicando aun asi un cambio en el entorno
quimico del sistema. En los espectros FT-IR se pudieron observar las diferentes bandas
provenientes los péptidos, tanto en la region de los grupos funcionales (4000-1500 cm™)
como en la region de huella dactilar (1500-400 cm™), ademas de cambios especificos, entre

los que se encuentran los siguientes:

A) Para Lu203-iPSMA NPs: a) La banda de interaccion de los iones Lu con los oxigenos
del agente quelante DOTA a 490 cm-1, b) Cambio hacia nimeros de onda mas bajos
de las vibraciones de los grupos carboxilo (1657 cm™ a 1588 c¢m™) por la misma
interaccion, c) desplazamiento hacia longitudes de onda méas bajos en de las
vibraciones de las aminas terciarias (1284 cm™ a 1164 cm™) atribuidas a la interaccion
del N (DOTA) con los iones superficiales de lutecio en la nanoparticula, y d)
desplazamiento general de todas las bandas (desde 18- 100 cm™ que sugieren el
cambio en la estructura de la molécula y repercute en la forma de vibrar de los dipolos

involucrados.

B) Para Sm»0s3-iPSMA NPs: a) El cambio a energias mas altas del grupo -COOH se
asociaron a la interaccion de los grupos COO-(del DOTA) con Sm* presentes en la
superficie de las nanoparticulas por la formacion del compuesto coordinado tipo
monodentado, b) El desplazamiento hacia mayores nimeros de onda de la vibracion
del grupo C-N se atribuy6 a las interacciones de los N del DOTA con los iones
superficiales del lantanido, y c) se observo la banda de interaccidn de la nanoparticula
(Sm™) con DOTA a 528 cm™, especificamente la interaccion Sm-O, donde los

oxigenos provienen de los &cidos carboxilicos del DOTA.

Todos los sistemas funcionalizados tuvieron mejores caracteristicas en su interaccion con
las células que sobreexpresan sus receptores, de forma general se tuvieron mayores
porcentajes de internalizacion, menores porcentajes de viabilidad, y adecuados valores de las
constantes de afinidad a receptores con respeto a las nanoparticulas no direccionadas. A pesar
de que estas ultimas también mostraron captacion y citotoxicidad se puede establecer que los

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS.

ANCIRA-CORTEZ A



sistemas funcionalizados trabajan concomitantemente por captacion pasiva (efecto EPR) y
captacion activa (internalizacion mediada por receptores), siendo la ultima, la responsable de
la mejora en su reconocimiento celular y subsecuente accién en células sobreexpresoras de

sus receptores, en sistemas in vitro.

Después de la activacion neutronica, las radionanoparticulas formadas (*’LuzOs y
1%3Sm,03) mostraron propiedades luminiscentes con valores maximos de emision de
luminiscencia a 615 nm para Lu,O3 NPs y a 758 nm para Sm2O3 NPs, este fenémeno se
define como radioluminiscencia y es producto de la interaccidn del material con la radiacion
ionizante, el cual esta relacionado con la estructura electronica de los iones trivalentes de los
lantanidos que al tener el nivel 4f parcial y/o totalmente hace posibles intraconfiguraciones
de los mismos. Este fenémeno se observé ademas potenciado por el tamafio nanométrico
(mayor area superficial, mayor movilidad de sus iones trivalentes, que genera excitacion
directa por la contribucién en la trasferencia de energia ion-ion) y el efecto de confinamiento
cuantico. Esta propiedad novedosa observada permitié la obtencion de imagenes dpticas in

Vivo.

Una vez que las nanoparticulas fueron activadas por irradiacion neutronica, y despues de
transcurrido su tiempo de decaimiento radiactivo, se analizaron nuevamente sus
caracteristicas fisicoquimicas para explorar algun posible cambio surgido tras este evento,
sin embargo, de acuerdo con todos los analisis realizados, no se encontré algun cambio y/o
alteracion, ni en su morfologia y composicion (para la sintesis P-C: morfologia cuasi esférica,
tamafios 30-50 nm, poblaciones monomodales y monodispersas, PZ >|30 mV|; para la
sintesis PLAL: morfologias esférica y amorfa, poblaciones bimodales, tamafios 60- 140 nm,
y en ambos casos, espectros FT-IR y UV-Vis con la misma intensidad y bandas en la misma
posicion) atribuido a que por lo cual se puede decir que el efecto de irradiacion causa cambios
solo a nivel nuclear en los atomos de interés, manteniendo las propiedades referentes a los

niveles electrénicos del material y conservando asi sus propiedades fisicoquimicas.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetizaron nanoparticulas de Lu,O3 y Sm;0s3 utilizando dos metodologias diferentes
(precipitacion-calcinacion y ablasion laser pulsada en liquidos) de manera exitosa, siendo
ambos métodos adecuados para la obtencion de nanoparticulas que facilmente se conjuguen
a secuencias peptidicas para que puedan ser utilizadas potencialmente en terapia de blancos

moleculares.

El método de sintesis P-C presentd evidentes ventajas sobre el método de PLAL en la
obtencion de nanoparticulas de LuxOz y Sm20s, algunas de ellas fueron: facilidad y
reproducibilidad del proceso, mayor rendimiento (~4 veces mas), adecuadas propiedades
cristalinas y morfologicas, obtencion de poblaciones monomodales y monodispersas, asi
como un tamafio mas adecuado para su uso en sistemas de radioterapia molecular dirigida.
Estas caracteristicas se reflejaron principalmente en las propiedades luminiscentes de los

materiales presentes después de su activacion neutronica.

Las nanoparticulas de Lu,Os NPs, Sm,Os NPs, 1"Lu,O3 NPs y *Sm,03; NPs se
funcionalizaron de manera correcta con los péptidos de direccionamiento iPSMA e iPSMA-
BN gracias a la presencia de los iones Ln*3 en la superficie de las nanoparticulas y su
interaccion con el agente quelante DOTA presente en las estructuras peptidicas, logrando la
formacion de radionanosistemas estables que al ser evaluados en células HepG2 (1''LuzOs-
iPSMA NPs) y HepG2 y PC3 (***Sm,0s-iPSMA-BN) mostraron mejores caracteristicas en
los ensayos de internalizacién, viabilidad y saturacion de receptores con respecto a los

sistemas no funcionalizados (*"Lu203z y ***Sm;03).

La correcta funcionalizacion de las nanoparticulas se comprob6 con los diferentes analisis
fisicoquimicos realizados. Las espectroscopias FT-IR y UV-Vis mostraron la presencia de
las bandas de vibracién y absorcion de los grupos funcionales de las moléculas peptidicas,
asi como de los nucleos metalicos en los sistemas finales, los valores de PZ tuvieron un

aumento en sus valores “basales” (nanoparticulas no funcionalizadas) al ser funcionalizadas,
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siendo esto indicativo tanto del cambio en el entorno quimico como de la mejora en la
estabilidad coloidal por la presencia de los péptidos en la composicion de la estructura final
(PZ<35 mV en los sistemas funcionalizados), y, en el analisis TEM se observé la presencia
de los péptidos en la superficie de las nanoparticulas como una baja en la densidad electronica

alrededor de las mismas, comparado el contraste generado por las nanoparticulas metalicas.

Los sistemas 1’LuyOs-iPSMA y *Sm,0s-iPSMA-BN se pueden considerar en la
clasificacion de teranosticos, pues los radioniclidos poseen las caracteristicas adecuadas
tanto para tratamiento (emisidn beta) como para diagndéstico (radioluminiscencia para imagen
molecular basada en la luz). Ademas de que las longitudes de onda de la luz emitida estos
(615 nm para "Lu,O3 NPs y 758 nm para °*Sm,03 NPs) se encuentran en el rango conocido
como ventana biolégica (600-1100 nm), siendo este rango donde se logra la mayor
penetracion de la luz en el tejido biologico por la minima absorbancia de los componentes

bioquimicos en la misma, permitiendo su uso para imagenologia Optica in vivo.

Las propiedades de luminiscencia en las nanoparticulas son producto de la radiacion con
la materia, lo que demostrd que el efecto fue producido tras la activacién neutrénica y

potenciado por el tamafio nanométrico de los materiales.

Las propiedades fisicoquimicas de Lu,Oz NPs y Sm>Oz NPs no mostraron cambios ni
alteraciones después del proceso de irradiacion neutronica, por lo cual se puede decir que el
este proceso causa cambios solo a nivel nuclear en los atomos de interés, manteniendo las

propiedades referentes a los niveles electronicos del material.
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O. PERSPECTIVAS

Aun, cuando el desarrollo de radiofdrmacos es un &rea con constante crecimiento, el uso
de nanoparticulas de los sesquidxidos de lantanidos es un area con mucho camino por
recorrer. Desde el establecimiento de los métodos de sintesis correctos que potencien sus
ventajas hasta el desarrollo de metodologias para su produccion rutinaria como

radiofdrmacos de terapia molecular dirigida.

En el actual trabajo se lograron establecer las pautas en la sintesis de las nanoparticulas
funcionalizadas que mostraron adecuadas propiedades en células positivas a los receptores
PSMA y GRPr de cancer de préstata y hepatocelular, sin embargo, estos sistemas aun pueden
ser evaluados en otro tipo de células que sobreexpresen los mismos receptores y no
pertenezcan a estas patologias, asi como en modelos tumorales in vivo de células positivas a
PSMA 'y GRPr.

De igual forma, es necesaria la evaluacion de sus aspectos dosimétricos y el
establecimiento de los parametros de sus propiedades luminiscentes para su uso adecuado en

la obtencion de imagenes opticas in vivo.
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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,0, 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,0; 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,0;-iPSMA-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 (K, = 10.641.9 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 '*3Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles for in vivo imaging
and molecular dual-targeted radiotherapy of liver tumors overexpressing PSMA and/or GRPr proteins.

KEYWORDS: Sm,O, Nanoparticles, 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.
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Therapies that use glass/resin *Y-microspheres (20—
30 um), 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
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 *?Sm (a stable isotope present
in natural samarium) in a nuclear reactor via the reac-
tion '32Sm(n,y)"**Sm. 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,0;) 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 SmCl,). Finally, the volume was adjusted to
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50 mL. The addition of Sm,0; 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,O; 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. (1)-(5)):

Sm,0;+ HCl — Sm™ +CI~ +H,0 (1)
SmCl; + %0, — SmOCI+ 2Cl (2)

SmOCI +NaOH + (1/2)0,—Sm(OH)** +NaCl + 0,
(3)
Sm(OH)** +20H™ — Sm(OH), (4)
Sm(OH), +2H,0 — Sm(OH), -xH,0 (5)

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

Sm(OH), - xH,0 = Sm(OH), +xH,0 (6)
Sm(OH); — Sm(OH)** +20H" %)
2Sm(OH)** + 0, = Sm,0; + H,0 (8)

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 I 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-
Gln-Trp-Ala-Val-Gly-His-Leu-Met-NH2)|-DOTA }-OH

J. Biomed. Nanotechnol. 16, 689-701, 2020
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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 '5*Sm,0,-iPSMA-BN NPs

For neutron activation, 100 mg of "Sm,O; NPs calcinated
at 600 °C were irradiated in a Trigan 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
153Sm, 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 '3*Sm,O,-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

LINKER

Figure 1. Scheme of **Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles.
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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 CuKa 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 4000-400 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 wg/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 wg/mL of streptomycin. The cells were incubated at
37 °C in humid environment and a 5% CO, atmosphere.

Cell-Binding Affinity

The affinity of '¥*Sm,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 (TI)
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

153Sm,0, NPs and '**Sm,0;-iPSMA NPs internaliza-
tion by HepG2 and PC3 cells was evaluated using 4 x
10° cells/S00 L (PBS) placed in test tubes. The cells
were incubated for 1 h with 50 uL of each treatment
(n=3): (a) '¥Sm,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) "*Sm,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
53Sm,0; NPs or 3Sm,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) '**Sm,0;
NPs (37 kBq) (n = 3), incubation for 1 h at 37 °C;
(b) '**Sm,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 uL 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-ZO0O-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,0,-iPSMA-BN NPs (tail
vein, 100 wL, 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 '**Sm,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 '3*Sm,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,O 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),(CO;), +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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Figure 2. DSC-TGA spectrum of uncalcined Sm(OH), - xH,0
precursor synthesized for preparation of Sm,0, nanoparticles.

spectra obtained by XRD and FI-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,O; NPs (obtained at 600 °C)
and Sm,0O;-NPs (obtained at 900 °C) are shown, where
peaks corresponding in position and height to those of
cubic Sm,0, (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) Uncalcined Sm(OH), - xH,0 pre-
cursor, (b) Sm,0, NPs obtained by calcination of precursor at
600 °C and (c) Sm,0, NPs obtained by calcination of precursor
at 900 °C.

693

ANCIRA-CORTEZ A



Sm, O;-iPSMA-Bombesin Nanoparticles

Trujillo-Benitez et al.

2] (@ 100
_ 80
E 151 PDI: 0.49£0.07 E
g o 7
= 1 +60.52 £ 8.92 2
C 10 ¢ B
L 40 X
- 20
04 0
10 100 1000
Size (nm)
2] (©) 100
_ 80
z 15{  PDL:025£007 w
= 60 3
E] :-45.18 £ 2.81 @
C 1 ¢ n;
s 0 X
S 20
oA 0
1 10 100 1000
Size (nm)
201 (e)
T s
£ PDI: 0.26 £0.08
=
Q101 gsnmssan
S
s
o

1 10

% Channel

% Channel

2] (B) 100
80
151 ppr:oss=001 a"
g
0l GEnoTEa g
R
8 20
04 o
10 100 1000
Size (nm)
u| @ o
15 s
PDI: 0.37 £ 0.04 _g
10 ©:-2750£650 £
0 £
J 20
04 0
1 10 100 1000
Size (nm)
100
80
3
=
60 Z
=
=
40 X
20
0
100 1000

Size (nm)

Figure 4. DLS, polydispersity index (PDI), and potential Z (¢): (a) Uncalcined Sm(OH), - xH,O precursor, (b) Sm,0, NPs obtained
by calcination of precursor at 600 °C, (c) Sm,0, NPs obtained by calcination of precursor at 900 °C, (d) Sm,0,-iPSMA-BN NPs
(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,0O; 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 '3*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,0, NPs at 600 °C (—46.09 mV)
was observed after the functionalization process (Sm,0O,-
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 FT-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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Figure 5. TEM micrograph: (a) Uncalcined Sm(OH), -
xH,O0 precursor, (b) Sm,0; NPs obtained by calcination of
precursor at 600 °C, (c) Sm,0, NPs obtained by calcination 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(CI-O-) resid-
ual groups and to v,(-C=0), v, (~C-O) and out-of-plane
vibrations of the CO; ion at 1500-800 ¢cm~' from car-
bonate residues [16, 18, 19]. In the spectra of Sm,0; 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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Figure 6. FTIR spectrum: (a) Uncalcined Sm(OH), - xH, O pre-
cursor, (b) Sm,0; NPs obtained by calcination of precursor at
600 °C, (c) Sm,0, NPs obtained by calcination of precursor at
900 °C, (d) iPSMA-BN peptide and (e) 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=0 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-O and v,—C-O from O=C-0O were also
identified [22-24]. Finally, in the IR spectrum of Sm,O;-
iPSMA-BN NPs (Fig. 6(e)), the bands at 3320 cm™',
2961 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™!

>
——

084 233
£
&
3 0,6 ——Sm,0; NPs
g —— iPSMA-BN
£ 04 —— Sm,0,-PSMA-BN NPs
z

02

00 . : . ;

200 220 240 260 280 300 320
‘Wavelength (nm)

Figure 7. UV-Vis spectrum of Sm,0, NPs obtained by calci-
nation 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 nanoparticles.

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
133Sm, 0, 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 856 nm (PDI = 0.234), and the zeta potential was
—46 mV. Finally, the FT-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 **Sm,0,-iPSMA-BN nanosystem.
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Biochemical Characterization, Biodistribution
and Imaging

In the saturation assay (Fig. 8), an adequate affinity of
'33Sm,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 *Sm,0, NPs (p < 0.05,
Student’s f-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

[1**sm,0, NPs
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Figure 9. Cellular internalization of '*Sm,0, NPs and
538m, 0,-iPSMA-BN NPs in HepG2 and PC3 cells (incubation
time =1 h) (*statistically significant difference: p < 0.05, stu-
dent’s t-test).
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Figure 10. Effect of **Sm,0,-iPSMA-BN NPs on HepG2 (a)
and PC3 (b) viability 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

704 (a)
60

504

Proliferation (%)

8$m,0, NPs '*Sm,0,-iPSMA-BN NPs

Proliferation (%)

showed a higher effect, both in viability and in prolif-
eration of HepG2 and PC3 cells, than the group treated
with '*Sm, 0, NPs (statistically significant difference, p <
0.05; Student’s f-test). The decrease in viability and pro-
liferation as a result of the treatment with '**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,0;-
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 c)). 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
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Figure 11. Effect of '**Sm,0,-iPSMA-BN NPs on HepG2 (a) and PC3 (b) proliferation (clonogenic assay) (*statistically significant

difference: p < 0.05, student’s t-test).
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Figure 12. (a) Evaluation of AST, ALT and LDH enzyme activity between mice exposed to Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles and
the control group. Microscopic views ((b) x100, (c) x200) of renal tissue and ((d, €) x100) hepatic tissue of mice exposed to
Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles.

Table I. Biodistribution of **Sm,0,-iPSMA-BN NPs in healthy Balb-C mice shown as percentage of radioactivity 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 1.1240.15 0.454+0.13 0.18+£0.11 0.07+0.02
Lung 1.87+0.95 1.164+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 1.624+0.24 1.38+0.29 1.25+0.19
Spleen 1.72+0.47 1.014+0.59 0.74+0.35 0.65+0.21
Kidney 1.28+£0.31 1.114+£041 0.7940.40 0.49+0.18
until they are removed as Sm™ ions mainly via the hepa- liver (Table I). After irradiation, '>*Sm,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).
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Figure 13. (a) "*Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles (powder): X-ray image (a1), luminescent image (a2) and merged images (a3);
(b) **Sm,0,-iPSMA-BN nanoparticles (powder) emission spectrum and (c) biodistribution 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,0,; 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,0O; 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,0O; 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
153Sm, 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 um) are
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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, '*Sm,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, '**Sm,0; NPs and '¥Sm,0;-
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** ions) 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,O,-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, "“?Sm,0; 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 vivo imaging and molecular dual-targeted radiother-
apy of liver tumors overexpressing PSMA and/or GRPr
proteins.
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This research aimed to prepare '®°Dy,0,-IPSMA/'%Ho,0,-PSMA  nanoparticles
('**Dy, 0,/'%®Ho,0;-iPSMA NPs) and assess the radiation absorbed dose produced by the
nanosystem to hepatic cancer cells by using experimental in vitro and in vivo biokinetic data. Dy,0;
NPs were synthesized and functionalized with the prostate-specific membrane antigen inhibitor
peptide (iPSMA). Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy, transmission electron microscope
(TEM), dynamic light scattering (DSL) and zeta potential analyses indicated the formation of
Dy,0;-iPSMA NPs (46.11 + 13.24 nm). After neutron activation, a stable '*°Dy,0,/'*Ho,0,-
iPSMA nanosystem was obtained, which showed adequate affinity to the PSMA receptor in HepG2
cancer cells (K; = 9.87+2.27 nM). In vitro studies indicated high '®*Dy,0,/'®*Ho,0,-iPSMA
internalization in cancer cells, with high radiation doses to cell nuclei (107 Gy) and cytotoxic
effects, resulting in a significant reduction in HepG2 cell viability (decreasing to 2.12 + 0.31%).
After intratumoral administration in mice, the nanosystem biokinetic profile indicated significant
retention into the tumoral mass, producing ablative radiation doses (>70 Gy).

Keywords: Dy,0, Nanoparticles, iPSMA, '®Dy,0,/'Ho,0;-iPSMA Nanosystem, Targeted
Radiotherapy.

1. INTRODUCTION nanoparticles (<100 nm) functionalized on their surface
Hepatic cancer is the second leading cause of death  with prostate-specific membrane antigen inhibitor peptides
worldwide [1]. In hepatocarcinoma, liver radioemboliza-  (iPSMA) can be internalized into the cytoplasm of hepatic
tion (RE) treatment is indicated when the tumor mass  cancer cells that overexpress the PSMA protein [5], useful
exceeds a diameter of 6.5-8 cm (>270 g) since it can be for molecular target-specific radiotherapy [6, 7].
. =

often be }Jsed as an over;?a§s lo'hver lre(lxx:splax'\lauon [2]. In this study, '®*Dy,0,-PSMA nanoparticles (NPs)
RE consists of the administration of ™ Y-microspheres 3 FOE 5

were synthesized and irradiated at the Triga Mark

(20 wm), '“Ho-microspheres (20 sm), or '*'I-lipiodol via S
the hepatic artery, which, when trapped in the distal arte- III reactor for neutron activation. Double neutron cap-

rioles, irradiate the malignant mass in a manner simi-
lar to the brachytherapy procedure [3, 4]. Our research
group has demonstrated that therapeutic radiopharmaceu-
ticals based on samarium-153 oxide or lutetium-177 oxide

*Authors to whom pond should be add d

ture produces '°Dy,0;-iPSMA NPs (Ey,, 8 = 399 keV:
1, = 81.6 h) which during physical decay form a
generator system of '“Ho,0;-iPSMA NPs (Ey, =
1.84 MeV: E, = 80 keV: 1, =268 h), so the
nanosystem can be administered through the hepatic
artery as an in vivo '®Dy,0;-iPSMA/'*Ho,0,-iPSMA

J. Nanosci. Nanotechnol. 2021, Vol. 21, No. xx 1533-4880/2021/21/001/010 doi:10.1166/jnn.2021.19455 1
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('%Dy,04/'%Ho0,0;-iPSMA) radionuclide generator in
transient equilibrium [8].

The  current  research  aimed to  prepare
1Dy, 04/'%Ho,0;-iPSMA nanoparticles and assess the
nanosystem-produced radiation absorbed dose to hep-
atic cancer cells by using experimental in vitro and in
vivo biokinetic studies in HepG2 hepatocarcinoma cells
(PSMA-positive).

2. EXPERIMENTAL DETAILS

The precipitation-calcination procedure was used for the
synthesis of dysprosium oxide nanoparticles. '“Dy,0;
(100 mg, '*Dy 99% enriched, Oak Ridge National Labo-
ratory, USA) was suspended in type I water (2 mL), fol-
lowed by the addition of HCI (0.2 mL, 12 M) and heating
at 50 °C until the formation of DyCl; (clear solution) was
achieved. Then, a solution of 3 M NaOH (1.5 mL) was
added until a precipitate was obtained. The suspended pre-
cipitate was washed three times with water by centrifuga-
tion (30 min at 2500 g). The product was dried overnight
at 70 °C inside a crucible. Finally, the powder was calci-
nated at 600 °C for 24 h. The sequence of reactions for
Dy,0; nanoparticle (NP) formation by calcination occurs
as follows (Egs. (1-4)):

Dy** +30H — Dy(OH), (1)

Dy** +30H+CO, — DyOHCO; +H,0  (2)
2Dy(OH); — Dy,0; + 3H,0 3)
2DyOHCO, — Dy,0; +H,0 +2C0, (4)

2.1. Preparation of Dy,0,-iPSMA NPs

Ten milligrams of Dy,O;NPs was added to a 1 mM
sodium citrate solution (10 mL), followed by 100 L
of a I-mg/mL solution of DOTA-HYNIC-iPSMA
peptide (iPSMA) (1.4.7,10-tetraazacyclododecane-1.4.7,
10-tetraacetic  acid-hydrazinonicotinyl-Lys(B-naphthyl-
alanine)-NH-CO-NH-Glu  (Ontores  Biotechnologies
Inc.) [9]. The suspension was placed in an ultrasonic bath
for 3 h for posterior purification by ultracentrifugation
(MWCO 100 kDa; AmiconUltracel; Millipore, USA) to
obtain Dy,05-iPSMA NPs (Fig. 1).

2.2. Preparation of '“Dy,0/'%Ho,0,-iIPSMA NPs

For neutron activation, 50 mg of '*Dy,0;NPs was imra-
diated in a Triga MARK III nuclear reactor (Mexico-
ININ) for 20 h, under a neutron flux of 3 x 10" n/s-cm?>.
Afterward, the functionalization with the iPSMA peptide
was carried out, as previously described (2.2), to obtain
the 'Dy,04/'%Ho,0;-iPSMA NPs. For comparative pur-
poses, 50 mg of '*Dy,0; (reactive powder, not as NPs)
was also irradiated under the same conditions. The activ-
ity produced by'®Dy and '“Ho was calculated using the
Origin 2 code (Triga Mark reactors), and experimentally,

2
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,_{:J' H iPSMA

Figure 1. Scheme of the Dy, 0,-iPSMA nanoparticles.

it was evaluated by gamma-ray spectrometry, employing a
multichannel analyzer with an HPGe detector (ORTEC).

To observe size and morphology, Dy,O;NPs and
Dy,0;-iPSMA NPs were analyzed under a JEOL JEM
2010 HT microscope (transmission electron microscopy,
TEM) at 200 kV. Samples were fixed by evaporating
aqueous nanoparticles (a drop) on a copper grid (carbon-
coated). The mean diameter of the nanoparticles was
obtained from the measurement of six hundred nanopar-
ticles using the Imagel software. The zeta potential ({)
and hydrodynamic diameter were obtained in a Nanotrac
analyzer (dynamic laser scattering, DLS; Nanotrac Wave).

Infrared spectra (50 scans from 4000 to 400 cm™~! and
at a l-cm™! resolution) from Dy,0; NPs, Dy,0;-iPSMA
NPs and iPSMA peptide (powder samples) were obtained
by using a FTIR (Fourier transform infrared) and ATR
(attenuated total reflection) platforms (PerkinElmer2000,
Pike Technologies).

2.3. Affinity Assessment in Cells

The HepG2 cells (HB-8065™; PSMA-positive) of hepato-
cellular carcinoma were obtained from ATCC®. The cells
were incubated at 37 °C, CO, (5%), and 85% humid-
ity, in Dulbecco’s modified Eagle’smedium enriched with
fetal bovine serum (10%), streptomycin (100 pg/mL) and
100 units/mL penicillin. '®Dy,05/'®Ho,0;-iPSMA affin-
ity was evaluated by a saturation binding assay. HepG2
cells (suspension, 1 x 10° cells/100 uL) were grown in
6-well plates (100 uL/well) for 24 h (5% CO,, 85%
humidity, and 37 °C). Then, the cells were incubated
with '%Dy, 0,/'%Ho,0;-iPSMA nanoparticles (200 uL) at
various concentrations (from 90 nM to 0.25 nM) (n =
3) at 4 °C for 2 h. In parallel, the nonspecific bind-
ing was determined by adding the nonradioactive pep-
tide (10 mM iPSMA). The free (supernatant) and bound
radioactivity (radionanoparticles) fractions were measured
in a gamma detector (Nal(TI) detector MNL Inc.) and ana-
lyzed to determine of the specific and nonspecific binding.

J. Nanosci. Nanotechnol. 21, 1-10, 2021
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B, and K, were established by nonlinear regression anal-
ysis (Prism software).

2.4. Cell Internalization

1%Dy,0,/'%Ho,0,and 1%Dy,0,/'%Ho,0,-iPSMA
nanoparticle internalization by cancer cells (HepG2) was
assessed using 4 x 10° cells/PBS (500 uL/test tube). The
cells were separately incubated at 0.5, 3, and 24 h, with
each treatment (50 uL, n = 3): (a) '“Dy,04/'®Ho,0;
nanoparticles (37 kBq), (b) '“Dy,0:/'%Ho,0;-iPSMA
nanoparticles (37 kBq), (c) '%Dy,0,/'Ho,0; (reactive
powder, not as nanoparticles) (37 kBq), and (d) control
(no treatment). The total volume of each test tube (ini-
tial activity measured in a Nal(TI) detector) represented
100%. The internalized activity in cells was calculated
after centrifugation of tubes (5 min x 700 g), addition
of 1 mL of 1 M NaOH to the bottom portions followed
by an additional centrifugation (5 min x 700 g). The
collected supernatant was used to evaluate the percentages
of cellular internalization.

2.5. Cell Dosimetry and Cell Viability Assay

The XTT assay (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide sodium salt
assay) was used to evaluate of cell viability. Cancer cells
(HepG2, 1 x 10* cells/well) were seeded and incubated for
24 h in a 96-well microplate (5% CO,, 85% humidity, and
37 °C). The treatments added to the well plates containing
HepG2 cells in fresh culture medium (150 pL, 1 x 10*
cells/well) were the following: (a) 20.7 kBq of '“Ho,05
NPs and 16.3 kBq of '“Dy,0; NPs mixed in a total vol-
ume of 37 uL (n=6); (b) 20.7 kBq of '“Ho,0;-iPSMA
NPs and 16.3 kBq of '®Dy,0;-iPSMA NPs mixed in a
total volume of 37 uL (n = 6); (c) 20.7 kBq of '®Ho,0;
(reactive powder, not as NPs) and 16.3 kBq of '“Dy,0,
(reactive powder, not as NPs) mixed in a total volume of
37 pL (n=6); and (d) 37 pL of 0.9% NaCl (untreated
control) (n = 6). The suspended cells were incubated
for 24 h with the '“Dy/'*Ho radionuclide systems. The
treatment was withdrawn, and the XTT assay evaluated
the cell viability at 36 and 48 h, which were correlated
with the radiation doses calculated under the following
considerations and steps:

(a) The decay of the '°Dy/'®Ho radionuclide presents a
transient equilibrium (generator system); thus, the activi-
ties (Bq) of '®Dy and '“Ho radionuclides at 36 and 48 h
were calculated as follows (Eqs. (5) and (6)):

Apy_166(1) = N (5

MioctosADy—166 , a0 i
A““_w)(,) = —-(e Dy-166! _ o=Ato-166 )

AHo-166 — ADy-—166

+A210—16667Aw_lé"’ (6)
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(b) The HepG2 cell proliferation (#cell (1)) during the
incubation time was fitted from data previously reported®
as follows (Eq. (7)):

# cell(r) =# cell’(0.9839¢701°%) (7)

(c) Biokinetic models (g(r)) were corrected by decay
(e~*') to obtain the radiobiokinetic models [A(f) =
q(r)e~*+'], which, when integrated over time (1 = 36 h,
1t =48 h, and 1 =96 h), give the total number of disinte-
grations (N) (Bq-s) per unit of activity (Bq-s/Bq). This
latter value, multiplied by the overall radionuclide activity
(Egs. (5) and (6)) and divided by the total number of cells
(Eq. (11)) at r=236 h, t =48 h, and 1 =96 h (A/#cell)
(Bg/cell), yielded the total number of disintegrations (N)
(Bq-s) of the nanosystem that occurred in the cytoplasm
of HepG2 cells (Egs. (8)—(11)).

. _ Apy_ies(l)
Dy03NPs = “cell(r)

'
x /0 (qows00 nps()xe™14") it (8)

N _ Apyies(r)
Dy, 0y -iPsMA N =

!
X [0 (‘Im:o. —ipsmanes (1)

we~Aov-isl) dt 9)
Apo_166(1)
N, et A
Ho:03 NP ™ " cell(r)
g A !
"/0 (Grt0,0, s (1) €™ He-106") it
(10)
Apo_166(1)

NH);O‘—:PSMANPJ = # cell(r)

'
x ]0 (Gt10,0,—ipsmanps(1)

e~ Moteely (11)

(d) To evaluate the dose delivered to cell nuclei by the
crossfire effect from the 'Dy/'%Ho that remains in the
culture medium during the 24 h of treatment incubation
(activity not internalized in cells) or outside the target
cell by the proliferation effect (cellular division), the total
number of disintegrations (N) (Bq-s) was calculated by
integration of Egs. ((5) and (6)) as follows (Eqs. (12-15)):

'
Noy-tss = | Ay _igee™ore'dt (12)
AL,
ND),_IM = )‘;’.7::“ _evf\oy—m,r) (13)
3
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0
! Ao 166ADy_166

Ny - —
e 0 Atio-166 — Apy-166
x (e'ADy 166! — Ao |m’) dr  (14)
Ato_166A4Dy
Mo 100, 1) = Ho—1661Dy—166

Abo—166 — Apy-166

( 1 — e oy-1ee!
x| —m8M —
)‘Dyflm

— e Mo-1es!
_le_) (15)

Abio—166

The absorbed dose fraction (DF)(Gy/Bq-s) from the
cytoplasm (Cy) to cell nuclei (n) and the DF of
the crossfire effect to the cell nucleus were calculated
with MIRDcell software (http://mirdcell.njms.rutgers.edu)
(cells: 20 wm in diameter, nucleus radius of 3 um,
density = 1 mg/mL). Finally, the average absorbed dose
was calculated as D= N x DF (Gy) (Egs. ((16)~(19))).

Danol—lPsMA aps(=Cy) = NHo! O; —iPSMA NPs

*DFHn—IM\(n-—(‘\) “6)
DD.":OLIFSMA xeo(n=Cy) = NDng; —iPSMA NPs
*DFpy_166(n ) (17)

D}hloirwsuu_c\) = NHOZOxNPs
* DFyyo_166(ne-cy) (18)
Dpy,0, Npstne—cy) = Nby,0, Nps

* DFpy_166(n—y) (19)

The total cell nucleus dose was the sum of the cal-
culated dose for each radionuclide and the dose due to
the crossfire effect. Thus, the DF values for the self-
dose were: DFy, 165 cy) = 2.54E— 04 Gy/Bq-s and
DFyy_66(n—cy) = 1.65E—04 Gy/Bq-s: and the DF val-
ues for the cross-dose were: DFy,, 146(n—0UT OF THE CELL) =
231E—06 Gy/Bq-s and DFy,_i66:—0UT OF THE CELL) =
1.98E — 06 Gy/Bq-s.

BALB/c mice (weight of 18-20 g; 6-7 weeks old) were
used for in vivo studies (biodistribution) according to the
062-Z00-1999 Official Mexican Norm entitled Care of
Laboratory Animals: Regulations and Ethical Rules. Mice
were injected into the tail vein with '®Dy,0/'*Ho,0;-
iPSMA nanoparticles (50 uL, 3.7 MBq: 1.63 MBq of
%Dy, 0;-iPSMA and 2.07 MBq of '“Ho,0;-iPSMA)
and dissected at 30 min, 3 h, 24 h, and 96 h (n =
3). The spleen, heart, lungs, Kidney liver, and pancreas
were removed for activity measurement (Nal(TIl) detec-
tor). The percentage of the injected activity per organ
(%IA) with regard to the total injected activity was
determined. Athymic mice with induced HepG2 tumors
(mass of 0.30£0.05 g) were also injected intratumorally

4
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with '%Dy,0,/'%Ho,0;-iPSMA nanoparticles (25 uL,
3.7 MBq: 1.63 MBq of ®Dy,0;-iPSMA and 2.07 MBq
of '“Ho,0;-iPSMA) and sacrificed at 0.5, 3, 24, and
96 h (n=3). As a control, '*Dy,0;/'“Ho,0; powder
(non-nano particle form) was administered to mice intratu-
morally (25 uL, 3.7 MBq), and the mice were dissected at
24 h (n=3). In all mice, the pancreas, kidney, heart, liver,
lungs, spleen, and tumors were removed for activity mea-
surement in the gamma counter to determine the percent-
age of the injected activity per organ (%IA) with regard to
the total injected activity. The %IA values of each organ
or tumor at different times were adjusted to a triexponen-
tial function to obtain biokinetic models (g(r)). Consid-
ering that the total activity was in a '®Dy/'®Ho ratio of
0.44/0.56, the ¢(r) function in each organ was obtained in
agreement with the respective radionuclide fraction. The
A, (t) functions [A,, (1) = g,(1)e~*+'] were integrated (from
1 =0 to f = o0) to obtain the total number of nuclear transi-
tions (N) occurring in the primary source regions. Finally,
the total disintegrations of '*Ho generated in vivo were
also considered taking into account that until total decay
Nn_v—l«a = Nio—166-

The absorbed doses to the tumor and different organs
were assessed in agreement with the general equation:

Dmgcl-—wun:c = Z Noguree X Dﬁnrgﬂ‘—sum-c (20)

sources

where Ijm,ge,ﬁmm is the average absorbed dose from a
source organ to a target organ and DFjpei.souwce 1S @ dose
factor:

DE e s Do A0 i) @21
L

A, is defined as )" n;E;, which represents the energy
emitted per nuclear transition for the i-type radiations. The
@, terms are the absorbed fractions that depend on the
i-type emission properties, separation of the source and
target organs and their shape and size. The DF values were
obtained from the OLINDA 2.0 code for a mouse model
of 20 g.

3. RESULTS AND DISCUSSION

The nanoparticles were obtained as a fine powder. The
TEM analyses showed a spherical morphology with uni-
form and homogeneous distribution. The diameter of
Dy, 05 nanoparticles determined by TEM was 45.85 nm+
14.67 nm, with a monodisperse and monomodal distribu-
tion, as observed in Figure 2.

After functionalization of Dy,0; nanoparticles with the
biomolecule (peptide), the nanosystem displayed a mean
diameter of 46.11 nm= 13.24 nm. A homogeneous profile
of the size distribution with a monomodal and monodis-
perse histogram was also maintained. The TEM micro-
graphs revealed that the morphology of the nanoparticles
was retained, as shown in Figure 3.
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Figure 2. TEM micrographs of Dy, O;NPs (left) and their size distri-
bution (right).

DLS studies showed hydrodynamic diameters of
102 nm =+ 28 nm for the Dy,0; nanoparticles. After
iPSMA peptide functionalization, an increase in the hydro-
dynamic diameters (152 nm =42 nm) was seen due to the
presence of the biomolecule on the nanosystem structure,
and there was also an increase in the polydispersity index
(PDI) before conjugation. All samples showed monodis-
perse and monomodal distributions. The hydrodynamic
diameter values were higher for nanoparticles with and
without peptide than those determined by TEM since the
DLS measurements were obtained from nanoparticles in
suspension. The zeta potential ({) measurements indicated
a { value increase when the biomolecule was integrated
into the surface of nanoparticles; for Dy,0; nanoparticles,
{ was —22 mV, and for Dy,0;-iPSMA, { was —39 mV.
This difference was associated with the preparation of a
thermodynamically.

The mid-infrared spectra of the Dy,0O; nanoparti-
cles, DOTA-HYNIC-iPSMA (iPSMA), and Dy,0;-iPSMA
nanoparticles were highly structured (Fig. 4). A vibration
band at 551-555 cm~' was characteristic of the Dy,0;
nanoparticle spectra and associated with the stretching
vibration of Dy-O indicating both the nanometric size and
the complete dysprosium oxide crystallization [6, 7]. The
Dy,0;-iPSMA NP spectrum displayed a vibration band
at 3320 cm™', associated with the N-H group from the
amide. Distinctive bands of the aliphatic chain (vibra-
tional bands, v, and v, stretching) (methylene and methyl

Frequency counts
83 8

-

o
0 20 40 60 80 100 120

Particle size (nm)

Figure 3. TEM micrographs of Dy, O;-iPSMANPs (left) and their size
distribution (right).
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Figure 4. MIR (mid-infrared) spectra of Dy,O;, NPs, iPSMA, and
Dy,0,-iPSMA NPs,

groups) were found at 2920 cm™ and 2852 cm™!, respec-

tively. The strong stretching band at 1580 ¢cm™' was
associated with the C=0 groups of the final nanosystem.
At 1580 cm™', C=C, -N-H vibrations, and C-N groups
were detected. The stretching vibration from the urea
group (-C-N) of the PSMA inhibitor peptide presented
a band at 1408 cm™'. Vibrations from DOTA (C-N-C)
were observed at 1176 cm™', and C-H (8) vibrations were
found between 855 cm™! and 690 cm~'. Finally, the metal
stretching vibration band was observed at 555 cm™' [6, 7].
Compared with the bands in the iPSMA spectrum, all the
vibration bands observed for the Dy,0;-iPSMA nanosys-
tem showed displacements from 70 cm™' to 50 cm™'.
Likewise, the Dy,0; nanoparticle spectrum revealed no
band other than that related to the Dy—O vibration.

After irradiation of '“Dy,0; NPs (50 mg) and 72 h of
decay, the obtained activity was 210 MBq of 'Ho and
164 MBq of '*Dy (7.5 MBg/mg '®Dy/"*Ho in transient
equilibrium). The morphology. size, chemical composi-
tion, and stability in solution were the parameters deter-
mined after 6 months of radioactive decay. Transmission
electron microscopy images indicated that the nanomate-
rial retained a homogeneous and uniform distribution and a
spherical morphology. The average diameter acquired from
the measurements of seven hundred Dy,0;/Ho,0;-iPSMA
nanoparticles was 45.11 nm = 15.12 nm, with a monodis-
perse and monomodal population. The DLS results also
showed a monodisperse and monomodal distribution, with
a hydrodynamic diameter of 155 nm=+47 nm. The zeta
potential value was —41 mV. The FT-infrared spectra
also indicated no changes, where the vibrational bands of
Dy-O and the iPSMA molecule were maintained. These
results demonstrated that the major physicochemical fea-
tures of the nanosystem were effectively preserved and
without substantial alterations after activation by neutron
irradiation.
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Figure 5. Saturation binding assay results of '*Dy,0,/'*Ho,O,-
iPSMA nanoparticles on HepG2 cancer cells (PSMA+).

The saturation binding analysis of '°Dy,0:/'%Ho,05-
iPSMA nanoparticles on HepG2 cancer cells (PSMA+)
indicated K, and B, values of 9.87 42.27 nM and
0.56 £0.03 nM, respectively, which demonstrated that the
19Dy, 0,/'Ho,0;-iPSMA nanosystem exhibited an ade-
quate biological affinity for PSMA receptors (Fig. 5).

The cellular internalization results showed a statisti-
cally higher internalization of '“Dy,0,/'®Ho,0;-iPSMA
than the '®Dy,0,/'%Ho,0; nanoparticles in HepG2 cells
(Fig. 6). The '%Dy,0,/'°Ho,0; powder, in non-nano par-
ticle form, showed a negligible internalization of 0.4+
0.2% at all evaluated times.

The percentages of cellular internalization (%Int.) of
Dy,0; NPs, Dy,05-iPSMA NPs, Ho,0; NPs. and Ho,O5-
iPSMA NPs to the HepG2 cell cytoplasm at different times
adjusted to an exponential function yielded the following

4ilil

100

"%0y,0,/"*Ho,0; NPs
= 1Dy, 0,/'%H0,0,-IPSMA NPs.

% Cellular internalization
8 &8 8 8

05 15 3 24
Time (h)

Figure 6. Internalization  of  '“Dy,0,/*Ho,0, NPs  and
**Dy,0,/"*“Ho,0,-iPSMA NPs at different times in PSMA-positive
HepG2 cells (+ statistically significant difference: p < 0.05, student’s
t-test). The '“Dy,0,/'*Ho, 0, powder (non-nano particle form) showed
low internalization of 0.440.2% at all evaluated times (not shown in
the graphic).
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biokinetic models (Eqs. (22-25)):

Goy,0, nps(f) = 0.255¢70014 — 0198012

+0.414¢7 0002 (22)
¢Dy,0; —iPSMA NPs(t) = 0.374¢ 357 —0.186¢ 1%
+0.551¢ 7288 (23)
G0, nps(t) = 0.319¢7031% —0.425¢~01
+0.583¢ 9 (24
Gtio,0,-ipsmanes(1) = 0.084¢ 17— 0.243¢70
+0.922¢ 718 (25)

Table I shows the calculated total number of disinte-
grations (N) in the cell cytoplasm and the crossfire effect
of radioactivity outside the target cell or in other cells as
a consequence of their proliferation (cellular division and
therefore radioactivity partition). The DF values used for
the self-dose calculations were DFy, 561 cy) = 2.54E —
04 Gy/Bq-s and DFp,_661cy) = 1.65E—04 Gy/Bq-s;

Table I. (a) Average total disintegration (N) occurring in the HepG2
cell cytoplasm and outside of the cell (crossfire effect of radioactivity
outside the cell or in other cells, as a consequence of their prolifera-
tion) (Bq-s per cell) produced by 37 kBg/well of '“*Dy,0,/Ho,O; or
'“Dy,0,/Ho,0,-iPSMANPs (10* cells/well at t = 0); (b) average radia-
tion absorbed dose to cell nuclei considering the cell proliferation (Gy)
(in brackets), and (c) total radiation doses of the nanosystems (Gy)
(mean=SD, n=3).

Time (h)
Nanosystem 24 36 48
Dy,O,NPs 45413 [21.38] 51814 [23.03] 52010 [23.29]
Ho,O,NPs 70193 [34.04] 81057 [44.69] 82589 [44.49]

Dy,0,-iPSMA NPs 36907 [33.04] 65201 [36.03] 64445 [36.98]
Ho,0,-iPSMA NPs 57825 [53.33] 102386 [70.18] 101308 [69.94]
Cross-dose of Dy,0, 26582 [0.06] 51612 [0.12] 78707 [0.18]
NPs
Cross-dose of 41087 [0.09] 80742 [0.19] 124983 [0.29]
Dy,0,-iPSMA NPs
Cross-dose of Ho,0, 21603 [0.04] 64947 [0.13] 97526 [0.19]
NPs
Cross-dose of 33848 [0.07] 101987 [0.20] 153310 [0.30]
Ho,0,-iPSMA NPs
The total radiation 55.52+£477 6797+398  68.15+5.11
dose (Gy)
delivered by the
'“Dy,0,/Ho,0,
nanosystem
considering the
cross-dose
The total radiation 86.54+£548 10660501 107.51+6.37
dose (Gy)
delivered by the
““Dy,0,/Ho0,-
iPSMA
nanosystem
considering the
cross-dose
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Figure 7. Effect of '“Dy,0,/'“Ho,0; powder (non-nano particle
form), '“Dy,0,/'*Ho,O;nanoparticles. and '“Dy,0,/'*Ho, O;-iPSMA
nanoparticles on HepG2 cell (PSMA+) viability at 36 and 48 h ( sta-
tistically significant difference: p < 0.05, student’s f-test).

and the DF values used for the cross-dose calcula-
tions were: DFy j66(e-cy) = 2.54E — 04 Gy/Bq-s and
DFpy_i66(n—cv) = 1.65E — 04 Gy/Bq-s. Table 1 shows the
delivered radiation doses to the cell nucleus for each
nanosystem.

The cell internalization data correlated with the cyto-
toxicity results since a higher decrease in viability of
HepG2 cells was observed for the '“Dy,0,/'“Ho,0;-
iPSMA nanosystem (Fig. 7). That is, cells treated with
1%Dy,0,/'%Ho,0,-iPSMA NPs (48 h after treatment)
exhibited viability of 2.12+0.31% (radiation dose of
107.51 Gy. Table I) with a statistically significant dif-
ference (p < 0.05, Student’s r-test) relative to the group
treated with '%Dy,0,/'%Ho,0; NPs (11.23 £3.21%)
(68.15 Gy, Table I) and the '®Dy,0,/'“Ho,0; powder
(not as NPs) (83.26+7.31%). The °Dy,04/'%Ho,0, NP
treatment decreased cell viability, which was attributed
to nonspecific uptake because of the size range of the
nanosystem [10, 11] and to the crossfire effect generated
by radiation in the medium. However, in vivo internaliza-
tion and uptake of nonfunctionalized NPs at the cellular
level are expected to be lower than those observed in vitro
due to the lack of a recognition biomolecule that specifi-
cally targets malignant cells in the human system [11, 12].

In agreement with previous studies [11, 13], the
biodistribution profile of the '““Dy,0,/'%Ho,0;-iPSMA

Table II. Biodistribution of the "“Dy,0,/'“Ho,0,-iPSMA nanosys-
tem in healthy BALB/c mice (percentage of the injected radioactivity
per organ, %IA) at different times (mean 4 SD, n =3) after i

nanosystem in healthy mice, after intravenous adminis-
tration, showed that nanoparticles were captured mainly
by the liver (Table II). For this reason, nanoparticles for
target-specific treatment must be administered in small
volumes within the artery closest to the affected organ by
using, for example, stereotactic surgery, which would per-
mit high uptake by the tumor and its micrometastases [12].

In mice with induced HepG2 tumors, the biodistribu-
tion profile of the '%Dy,0,/'%Ho,0;-iPSMA nanosys-
tem after intratumoral administration demonstrated that the
nanoparticles were significantly retained inside the malig-
nant mass (Table III), which, consequently, produced a
high number of disintegrations in the tumoral mass that
were capable of generating ablative radiation doses (Table
1V). When 'Dy,0,/'%Ho,0; powder in aqueous suspen-
sion (not NPs) was administered intratumorally in mice,
85% of the activity was found in the liver after 24 h, and
less than 10% was retained by the tumor.

It is relevant to emphasize that in addition to the num-
ber of disintegrations of '®“Ho produced by the decay of
its initial injected activity, by each '“Dy transition, one
atom of '®Ho is produced; therefore, the total number of
disintegrations that occur in each organ and the tumor is
the same for both radionuclides ('Dy/'%Ho in vivo gen-
erated system), Np, 165 = No_166- AS activity is A=AN,
the activity of '®Ho produced in vivo is adjusted as fol-
lows (Eq. (26)) [8]:

0
AHO—I«)AD\‘—IM

Aot = =3.06 MBq (26

Aby- 166

The estimated radiation dose to the tumor produced by
the in vivo generator nanosystem is the energy delivered
by units of '**Dy,0,/'°Ho,0;-iPSMA radioactivity taken
up by the tumoral cells, in addition to the energy deliv-
ered by 3.06 units of '*Ho,0;-iPSMA radioactivity gen-
erated in vivo (Fig. 8). Therefore, the absorbed radiation
dose values produced in mice by the '%Dy,0,/'%Ho,0;-
iPSMA nanosystem to the tumor, liver, kidney, and spleen
were 73.73 Gy/MBq, 0.132 Gy/MBq, 0.607 Gy/MBq,
and 0.358 Gy/MBgq, respectively (Table V). If '""Lu,0;-
iPSMA nanoparticles, previously reported [6], follow the

Table III. Biodistribution of '“Dy,0,/'*Ho,O;-iPSMA nanoparticles
in athymic mice with induced HepG2 tumors (percentage of the injected
radiactivity per organ, %IA) at different times (mean = SD, n = 3) after

ation.

administration.

Time (h)
Tissue 0.5 3 24 96
Heart L11£0.31 0.73+£0.19  034+0.18 0.1440.09
Liver 2224+1.83 18.09+1.57 1235+1.19 6.09+0.67
Lung 236+0.92 1.13£045  071£0.18  0.31+0.09

Pancreas  0.15£0.09  0.14£0.05  0.11£0.07 0.07£0.03
Spleen 3.08£0.82 143£096  093+£0.78  0.69+023
Kidney 2.0140.62 1.254+085  098+047  0.6940.21

Time (h)
Tissue 0.5 3 24 96
Heart 1.87£0.25 037+£0.12  0.09+0.01 0.01£0.01
Lung 0.26+0.11 0.18+£0.09  0.11£006  0.03£0.01
Liver 1.98+0.72 1.72£0.51 111045  0.51£0.05

Pancreas  0.00+£0.00  0.00+0.00  0.00£000  0.00£0.00
Spleen 095+£032  057+£024  021£012  0.02£001
Kidney 1.76 £0.54 1.39£046 1.08+0.32  0.53+0.28
Tumor  81.87+894 72214687 62.58+9.25 41324625
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Table IV. Radiation absorbed dose of '*“Dy, 0:/'*“Ho, 0;-iIPSMA NPs to HepG2 tumors, liver, kidney, and spleen in mice (intratumoral administration)
nomalized to unit administered activity (MBq).

I3 qu(1)dt Biological INERGY Absorbed
residence (total dose
Nanosystem (organ) Biokinetic model time (h) disintegrations) (Gy/MBq)
'*Dy,0,-iPSMA NPs (tumor) g, (1) = 89.2¢"%4 4 11.4e" 0014 421 ] e-0 73.11 8.280E + 10 12.800
A, (1) = 89.264185 4 ] 4-0054 4 9] [g-00n
1%*Ho,0;-iPSMA NPs (tumor) *qu(1) = 446674701 +402¢70005% 4] 8T 02" 69.83 4.644E+ 10+ 8280E+10*  60.930
Ap(1) =44.6¢-490 440 2¢-07 41 §7¢-027
1Dy, 0,-iPSMA NPs (liver) gy (1) =195 4 0.313¢ 0% (,509¢ -0 0.79 1.299E + 09 0.019
A, (1) = 195613055 10,3130 (), 509¢-20171¢
'**Ho,0,-iPSMA NPs (liver) *qy(1) =5.14€"12 +0.798e """ +0.325¢ '™ 0.77 8.600E 408 +1.299E409¢  0.113
A, (1) =5.14e7"12% 4-0.798e-0%" 4+ 0.325¢0 2%
“Dy,0,-IPSMA NPs (kidney) ~ *g,(r) =42.3¢ "4 +0.087¢ **!% 4-0.55¢ " 1.05 1L325E+09 0.114
A (1) =423 114757 (0,087 2™ 4-0.55¢ !
1**Ho,0,-iPSMA NPs (kidney) ", (1) = 13.5¢""" 3" 4-0.767 ¢ """ +-0.244¢ %2 0.79 8.280E+ 08+ 1.325E +-09* 0.544
Ay (1) = 13.5¢7"133 1.0,767e~ 004" +0.244 ¢~
1*Dy,0;-iPSMA NPs (spleen)  *g, (1) =24.8¢7"'7" +0.176¢ 33 +0.202¢ 272 0.089 2.720E+ 08 0.063
Ay(1) = 24.8¢71170% 1.0,176¢~03715 10,2021
1**Ho,0,-iPSMA NPs (spleen)  *g, (1) = 6.47¢""*%1 4-0.259¢~ "7 4 0.326¢ 4" 0.092 2.030E+ 08+ 2.720E +08* 0.295

A,(1) =6.47e 1221 4025907 +0.326¢ 047"

Notes: *q,,(1) = Activity corrected by decay, biological behavior [g, (1) = A, (1)e*&']: *Ho-166 generated in vivo.

same biokinetic behavior in the tumor (g, (r)) as that
of '%Dy,0,/'“Ho,0;-iPSMA NPs shown in Table IV,
after correcting for '"Lu radioactive decay ([A,(f) =
qn(1)e~*=17"]), it is possible to estimate a radiation dose
of 16.72 Gy/MBq, which indicates a dose value 4.7 times
lower than that obtained with the '®°Dy,0/'Ho,0;-
iPSMA nanosystem. Following the same reasoning, the
tumoral radiation dose with *’Y-nanoparticles is esti-
mated at 37 Gy/MBq, half the radiation dose produced

1Bq

%Dy, 05

Transient
equilibrium

1.4 Bq

Figure 8. Summary of the '“Dy,0,/*Ho,0,-iPSMA d

by the in vivo generator nanosystem. However, in the
case of hepatocellular carcinoma therapy by radioem-
bolization, ™Y is not chemically used as nanoparticles;
it is used as ”Y—glass microspheres (20 um) to obstruct
the hepatic artery. From the distal arterioles, where the
radiomicrospheres are trapped, 'Y irradiates the malignant
mass without penetrating cells [2-4]. The advantage of the
1%Dy,0,/'®Ho0,0;-iPSMA nanosystem (<100 nm) could
be its target-specific internalization into hepatic cancer

166Dy t;,=3.4d ..l Bq
B=130 keV
166Ho t1o=1.1d ..

B =665.7 keV 1

*
166y

166Ho t;,=1.1d ......1.4 Bq
P =666.7 keV

166y

loped in this research: (a) specific target-cell intemalization (spe-

cific molecular recognition by the PSMA protein), (b) pmduclmn of ablative mdjauon doses due to the activity of '*Dy,0,/'**Ho, O,-iPSMA taken up

by the tumoral cells, and (c) additional radiation dose d

8
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d by the '**Ho activity generated in vivo due to the physical decay of '*“Dy.
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cells and thus its capacity to deliver radiation doses in
a localized and selective mode (Fig. 8). Compared with
“Y-glass microspheres, '®Dy,0; and '%Ho,05 nanopar-
ticles have the benefit of pc ing a g n
('“Dy 82.5 keV, 12.9%; '“Ho 80.6 keV, 6.2%) suitable
for SPECT imaging [8]. Nevertheless, '“Dy,0,/'“Ho,0;-
iPSMA NPs have to be evaluated in mice with orthotopic
hepatic tumors. It is important to mention that the use of
1%Dy,0,/'%Ho,0,-iPSMA NPs is limited not only to liver
cancer or secondary hepatic metastases but also to tumors
in which PSMA protein is heavily expressed, analyzing
in each case the best route of injection (intratumorally,
intra-arterially, and so forth) to enhance the radiation dose
delivered to tumors.

Thus far, no reports of neutron-irradiated Dy,0:/Ho,0;
nanoparticles as a possible radiotherapy system exist
because the applications of '“Dy/'®Ho are limited to
the formation of simple complexes or aggregates, such
as those reported for biotin, phosphonates, or micropar-
ticles (5 um) for radiosynoviorthesis and treatment in
bone metastasis [14, 15]. Hepatocellular carcinoma over-
expresses PSMA significantly [5], and since radiother-
apy treatment for this malignancy is recommended when
tumor masses have invaded two-thirds of the liver,
1%Dy,04/'%Ho,0;-iPSMA could possibly be used as a
specific nanosystem in targeted radiotherapy.

4. CONCLUSIONS

In this research, a '®Dy,0:/'®Ho,0;-iPSMA nanosys-
tem was synthesized and assessed as a possible targeted
radiotherapy device. The results demonstrated ade-
quate properties that permitted the Dy,0,/Ho,0;-iPSMA
nanosystem to be neutron-activated and to maintain the
nanoparticle properties after radioactive decay. The in
vitro results showed a good '®Dy,0,/'“Ho,0;-iPSMA
nanoparticle affinity to cells that highly express the PSMA
protein. In vitro and in vivo studies demonstrated the
potential of these '“Dy,0,/'“Ho,0;-iPSMA NPs to gen-
erate ablative radiation doses to HepG2 liver cancer cells.
The results obtained from this research support further
preclinical studies designed to evaluate the therapeu-
tic efficacy of the '%Dy,05/'%Ho,0;-iPSMA nanosystem
for targeted radiotherapy of liver tumors overexpressing
PSMA.
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Abstract 1D : 23

Synthesis and neutron activation of Lu203
nanoparticles functionalized with target specific
peptides

Content

Background

The preparation of 177Lu-peptides for targeted radionuclide therapy requires the use of lutetium-177 from
medium to high specific activity (from 400 to 3000 GBq/mg), which cannot be obtained in low flux research
nuclear reactors [1,2]. However, the synthesis of 176Lu in the form of injectable nanoparticles functionalized
with target-specific peptides, would allow to irradiate in the TRIGA (Training, Research, Isotopes, General
Atomics) Mark III reactor a mass of lutetium enough to obtain radiopharmaceuticals with activities suitable
for direct medical use.

Objective

To synthesize and characterize, Lu203 nanoparticles functionalized with the RGD peptide, as well as to study
the effect on their structural properties after neutron irradiation in the Triga Mark III reactor.

Methodology

Lu203 tablets were prepared and immersed in an injectable solution containing the DOTA-RGD peptide. The
sample was irradiated in a Nd:YAG laser equipment (Q-Smart-100, quantel laser)(50 m]) with a repetition
rate of 10 Hz (irradiance of 16 Watts/cm2), producing instantaneously a turbid solution containing the lan-
thanide oxide nanoparticles with the peptide (Lu203-NPs-peptide) attached on their surface. The solution
was purified and concentrated by ultracentrifugation and filtered through a 0.22 pm membrane (Millipore).
The nanosystem was analyzed by TEM, DLS, UV-Vis and IR techniques. The Lu203-NPs-peptide solution (1
mg/mL), contained in a sealed vial of pharmaceutical grade plastic, was irradiated in the Triga Mark IIl reactor
(3x1013 n.cm-2.s-1) for 20 h. After decay, the sample was reanalyzed by TEM, DLS, UV-Vis and IR techniques.
Results and discussion

TEM, DLS, UV-Vis and IR analyses of the Lu203-NPs-peptide sample, showed that the method of synthesis
by laser irradiation (thermo-reduction) is suitable for the preparation of nanosystems based on lutetium ox-
ide functionalized with target-specific peptides (size from 2 to 100 nm), which were not significantly affected
when subjected to neutron irradiation in the Triga Mark Il reactor. The irradiation of the Lu203-NPs-peptide
(sterile solution) for 20 h, yielded 9.2 GBq useful for direct clinical use. The Lu203-NPs-RGD system could
potentially be applied in targeted radiotherapy of intrahepatic carcinomas. In order to produce significant
amounts of Lu203-NPs, other methods of synthesis can be applied, such as for example the thermo-reduction
by calcination.

Conclusions

Laser irradiation is suitable for the synthesis of lutetium oxide nanoparticles functionalized with target-specific
peptides, which are not significantly affected after neutron irradiation. The Lu203-NPs-RGD nanosystem is
potentially useful for targeted radiotherapy purposes.

Acknowledgment

This study was supported by the Mexican National Council of Science and Technology (“Laboratorios Na-
cionales” and CONACyT-SEP-CB-2018, A1-S-36841).

Primary author(s) :  Dr FERRO-FLORES, Guillermina (INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES
NUCLEARES); Ms ANCIRA-CORTES, Alejandra (Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares, Universidad
Auténoma del Estado de México); Dr JIMENEZ-MANCILLA, Nallely (CONACYyT. Instituto Nacional de Investi-
gaciones Nucleares); Dr LUNA-GUTIERREZ, Myrna (INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLE-
ARES); Dr MORALES-AVILA, Enrique (Universidad Auténoma del Estado de México); Dr OCAMPO-GARCIA,
Blanca (INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES)

Presenter(s) : Dr FERRO-FLORES, Guillermina (INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLE-
ARES)

Track Classification : R&amp;D - Research and development related to the production of medical
radioisotopes and radiopharmaceuticals

Contribution Type : Oral
Submitted by Dr OCAMPO-GARCIA, Blanca on Friday 25 January 2019

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS. E

ANCIRA-CORTEZ A



(&)1AEA

Atoms for Peace and Development

45,40 ABUaY A gah A0S ol

PR R T B Pl M

International Atomic Energy Agency

Agence internationale de I'énergie atomique
MexayHapoaHoe areHTCTBO No aTOMHOM IHepruu
Organismo Internacional de Energia Atomica

Vienna International Centre, PO Box 100, 1400 Vienna, Austria
Phone: (+43 1) 2600 o Fax: (+43 1) 26007
Email: Official Mail@i1aea org » Internet: https://www iaea.org

In reply please refer to CN-276
Dial directly to extension: (+43 1) 2600-21321

1 November 2019

TO WHOM IT MAY CONCERN

This is to certify that Ms Guillermina Ferro-Flores from Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares, Mexico, attended the International Symposium on Trends in Radiopharmaceuticals,
ISTR 2019, which took place at the IAEA’s Headquarters in Vienna, Austria, from 28 October to 1
November 2019.

Julie Zellinger
Conference Services Section
Division of Conference and Document Services

POSGRADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIAS FARMACEUTICAS. m

ANCIRA-CORTEZ A



