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1. Resumen

Muchos tipos de tumores humanos presentan altos niveles de receptores de somatostatina. El
objetivo de la radiofarmacia es aplicar esta informacidon para obtener imagenes moleculares
capaces de diagnosticar este tipo de alteraciones oportunamente.

En los ultimos afios, el interés en radiofarmacos se ha enfocado a sintesis de péptidos
radiomarcados, debido su capacidad Unica para detectar sitios bioquimicos especificos tales como
receptores y enzimas. En este trabajo se presentan algunas de las estrategias mas comunes
utilizadas en el radiomarcado de péptidos para diagndstico, las ventajas y desventajas de cada uno
de ellos, asi como los resultados clinicos obtenidos. Ademas se presentan algunos estudios
preliminares sobre la sintesis de radiofarmacos terapéuticos para el tratamiento de canceres que
presenten receptores de somatostatina.

2. INTRODUCCION

Con la reciente obtencidén de la secuencia estructural completa del genoma, la vision general es
aplicar esta informacién para obtener imagenes moleculares capaces de diagnosticar alteraciones
fenotipicas del cuerpo humano. Debido a que estas alteraciones pueden indicar cambios
importantes en atributos mensurables, por ejemplo la actividad enzimatica o en las
concentraciones de receptores de las células, éstos cambios podrian ser estudiados y utilizados

con fines terapéuticos en el futuro.

Desde sus inicios la quimica de los radiofadrmacos se ha dirigido al estudio de la quimica molecular.
Actualmente, el futuro de la medicina nuclear diagndstica y terapéutica esta basado en la
capacidad Unica que tienen algunos radiofarmacos como los péptidos radiomarcados, para
detectar sitios bioquimicos especificos tales como receptores y enzimas. Dado la a la alta actividad
especifica con que pueden ser marcados estos péptidos, y la alta sensibilidad de los equipos de
deteccion externa de la radiacidn, es posible realizar imagenes moleculares que proporcionen
mediciones precisas de los sistemas bioquimicos sin perturbarlos.

Durante las ultimas 3 décadas, los anticuerpos monoclonales (Mabs) especificos marcados con

radionuclidos, han sido ampliamente estudiados con fines terapéuticos y diagnésticosz'4. Sin
embargo, la mayoria han demostrado problemas asociados con su tamafio, inmunogenicidad o
debido a una relacion muy baja de captacion al sitio blanco en comparacién con tejido normal. Se
pensoé entonces que usando fragmentos de anticuerpos (alrededor del 50 % mas pequefios que los
Mabs) se podria minimizar este tipo de problemas. Sin embargo, la difusién de estos fragmentos

continua siendo limitada debido a su gran peso molecular®. Los péptidos en cambio, por ser
cadenas de aminoacido mucho mas pequefas, son mas faciles de sintetizar y con mucho menos
probabilidad de crear una respuesta inmunogénica. Ademas, los péptidos presentan la ventaja de
que pueden ser eliminados rapidamente del flujo sanguineo dando como resultado una relacion
organo blancol/tejido normal alta en un periodo de tiempo corto. Y por si fuera poco, en muchos
casos la afinidad de los péptidos por sus receptores es mucho mayor que la de los fragmentos de

anticuerpos por sus epitopos6= 7.

Todas estas consideraciones, hacen a los péptidos una opcién mas real para el diagnéstico y la
terapia que los Mabs y sus fragmentos, y por lo tanto, el desarrollo actual de la radiofarmacia esta
enfocado en ellos.
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3. Marcado de péptidos

Los péptidos pueden actuar como mensajeros quimicos, neurotransmisores, estimuladores muy
especificos o inhibidores regulando una gran variedad de funciones vitales®.

Existen numerosos métodos para marcar péptidos, principalmente adaptados de los métodos para
marcar Mabs. Sin embargo el efecto del marcado en el comportamiento biolégico del péptido es
mas drastico que con los Mabs debido al menor numero de sitios disponibles para el marcado. Por
tanto, es necesario estudiar y seleccionar adecuadamente el método que sera utilizado para
marcarlos ya que existe una alta probabilidad de que se modifiquen residuos aminoacidos

esenciales para la actividad biolégica5.

Los dos tipos de estrategias mas utilizadas son la del marcado directo e indirecto8. Para el
marcado directo se utilizan agentes reductores capaces de producir especies electrofilicas de los
atomos radiactivos los cuales reaccionan con grupos funcionales del péptido7, 9,10 g ejemplo
mas comun es el marcado con ®™Tc el cual se une a los tioles formados por la reduccién de los
puentes disulfuro (figura 1). La mayor ventaja del marcado directo es la facilidad con que se lleva a
cabo la reaccién. Sin embargo este método solo seria aplicable a aquellos péptidos cuyos residuos
de cisteina forman un ciclo, y debido a que la ciclizacion del péptido muchas veces es
indispensable para proveer la configuracidon necesaria para ser reconocido por el receptor, existe

una alta posibilidad de inactivar al péptido con el marcado directo8.
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Figura 1 Marcado Directo con c

El marcado indirecto es un poco mas complejo, ya que requiere de pequefias moléculas, capaces
de unirse por un lado al péptido y por el otro al atomo radiactivo, llamadas agentes bifuncionales

(figura 2)8.
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Figura 2. Algunos de los agentes biofuncionales utilizados en la conjugacién de péptidos.

El marcado indirecto se puede realizar por dos métodos, marcado por pre-conjugacion, y post-
conjugacion. En la pre-conjugacion, el agente biquelante es radiomarcado antes de ser conjugado
al péptido, con el fin de no exponer al péptido a condiciones extremas de temperatura o pH usadas
algunas veces para llevar a cabo el marcado. En caso de existir mas de un grupo reactivo en el
péptido, al marcar por este método es necesario protegerlos antes de la conjugacion y
desprotegerlos una vez terminada para evita la formacion de multiples especies. Ademas como la
mayoria de las reacciones no tiene una eficiencia del 100% es necesario purificar el producto del
péptido no conjugado y del agente biquelante radiomarcado remanentes (figura 3).
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Figura 3. Marcado indirecto por pre-conjugacioén (TFP=tetrafluorofenol WS-DCCL
Diciclihexilcarbodi-imida solible en agua).
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Para el marcado por post-conjugacién el agente biquelante se conjuga al péptido, y posteriormente
se marca el conjugado, debido a que este método generalmente da como resultado un solo
producto no necesita ser purificado siendo mas practico que el método anterior (figura 4).
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Figura 4. Marcado indirecto por post-conjugacién (TFP=tetrafluorofenol WS-DCCL
Diciclihexilcarbodi-imida solible en agua).

4. Péptidos analogos de somatostatina

La somatostatina es un tetradecapéptido regulatorio endégeno producido por el hipotdlamo vy el
pancreas con una gran variedad de funciones. La funcidon mas importante de la somatostatina es
inhibir la secrecién de numerosos hormonas, como: insulina, glucagén, secretina y la hormona del
crecimiento entre otras.

En la década de los 70 se descubrié que existen 5 sub-tipos de receptores capaces de reconocer
la somatostatina (sst1-sst5) y que se encuentran presentes en una gran variedad de tumores y sus
metastasis. Basados en este hecho en 1976 se hicieron los primeros intentos de marcar

somatostatina para diagnostico de estos tumores”, sin embargo los resultados fueron
desalentadores debido a que el péptido es rapidamente degradado por las proteasas

plasméticas1 2

Otros derivados con estructuras similares a la somatostatina fueron sintetizados y no sélo
resultaron ser mas estables si no que también mostraron un mayor efecto inhibitorio sobre los

sistemas hormonales. Entre los andlogo mas comunes estan Octreotide, Lanreotide13: 14, Tyr3-
octreotide (TOC)15- 16 RC-16017-19, Tyre'-octretate20 (figura 5).

XXV CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA Y XXXVII CONGRESO MEXICANO DE QUIMICA
DIVISION QUIMICA NUCLEAR. CANCUN, 22-26 SEPTIEMBRE 2002



Somatostatin-14 AIa-GIy-Cliys-Lys-Asn—Phe-Phe-Trp-Lys—Thr-Phe-Thr-Ser-nys

Octreotide D -Phe-CP/s-Phe-D -Trp—Lys-Thr-(|3ys-Thr(o|)

Lanreotide B-D -NaI-pys-Tyr-D -Trp—Lys-VaI-?ys-Thr—l\lj-I

Tyr-octreotide (TOC) D-Phe-CP/s-Tyr-D -Trp-Lys-Thr-CYS-Thr(oI)

D-Phe-Cys-Tyr-D -Trp-Lys—VaI-Cys—TrP—N H
l |

Tyr3-octreotate D -Phe-Clys-Tyr-D -Trp-Lys-Thr—C?/s-Thr

RC-160

Figura 5. Somatostatina y algunos derivados sintéticos.

El Octapéptido Octreotide (z) es actualmente el mas usado para el tratamiento de tumores

gastroenteropancreéticos, neuroendocrinos y acromegalia321. Debido a que el octreotide no puede
ser marcado facilmente con un radontclido emmisor gamma, se utilizé otro analogo TOC, el cual

marcado con "**| demostro ser Util para obtener imagenes de tumores22. Sin embargo presenta la
desventaja de ser acumulado en la zona abdominal por el higado, la vesicula biliar y el tracto
gastrointestinal, dificultando la obtencion de imagenes en esta area. Ademas de ser muy costoso

debido a que el ' es un producto de ciclotron23.

En busca de una solucién a estos problemas, se encontré un mejor agente para imagenes de

tumores abdominales el DTPA-octreotide marcado con '''In24. Este producto se encuentra en el
mercado actualmente, sin embargo la energia del ""In no es la mas adecuada para ser detectada
por las gamma camaras, y sigue siendo un producto de ciclotron, por lo tanto costoso. El objetivo
fue entonces tratar de marcar estos péptidos con Tc, debido a que éste puede ser obtenido de
generador a mucho menor costo y puede ser detectado con mayor eficiencia por las

gammacamaras dando imagenes con mayor definicion que las del '"'In25.

El primer paso fue sintetizar un conjugado que contuviera un agente bifuncional capaz de ser
marcado con *™Tc unido a un analogo de somatostatina como se muestra en la siguiente figura
(figura 6).
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Figura 6. Sintesis del conjugado HYNIC-TOC.

El conjugado obtenido fue radiomarcado posteriormente utilizando diferentes agentes (acido
etilendiamino diacético gEDDA) acido nicotinico, y tricina) coligantes para completar la esfera de
coordinacion (figura 7). Tc-HYNIC-TOC utilizando EDDA como coligante demostré ser la mejor
opcion para la deteccion de tumores que presentan receptores de somatostatina, ya que es
captado rapidamente y retenido por el tumor dando una relacién érgano blanco/ tejido normal

mucho mayor en menor tiempo que en los otros dos casos26, 27
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Figura 7. Esfera de coordinacién del Tc- HYNIC-TOC.

Los estudios clinicos comparativos del *™Tc-HYNIC-TOC-EDDA y '"In-DTPA-octreotide
demostraron tiempos de localizaciéon el tumor y pardmetros de distribucion muy similares, sin
embargo la relacién 6rgano blanco tejido normal fue mayor para el *"Tc-HYNIC-TOC-EDDA. Por
lo tanto se concluyo que el 9MTc-HYNIC-TOC-EDDA tiene mejores propiedades para la
identificacion de tumores con receptores de somatostatina que el comercialmente disponible "n-

DTPA-octreotide (figuras 8 y 9)25.
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Figura 9. Imagenes de spect de un paciente 4 horas post-inyeccion de """ In-DTPA-octreotide
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Debido a que **"Tc-HYNIC-TOC-EDDA resulté ser tan buen agente diagndstico y, a que el renio

presenta una quimica de coordinacion muy similar a la del Tecnecio, se pensdé que podria
marcarse el conjugado HYNIC-TOC con ®Re (emisor beta) usando los mismos agentes colgantes
y evaluar su potencial como radiofarmacos terapéutico en el tratamiento de tumores con receptores
de somatostatina. Se estudiaron efectos como concentracién de los reactivos, pH y temperatura de
incubacion sobre la eficiencia de marcado y estabilidad del producto. La sintesis del complejo
utilizando tricina como coligante resultd ser la de mayor eficiencia, sin embargo, no fue posible
continuar con los estudios de biodistribucion debido a que el producto obtenido es inestable a la

dilucion28.

Aun cuando el Tecnecio y el Renio tiene una quimica de coordinacién similar, el complejo '®8Re-
HYNIC-TOC-EDDA no pudo ser sintetizado, tal vez debido al hecho de que el Re tiene mayor radio
idnico que el Tc, haciendo mucho mas dificil adoptar una estructura tridimensional similar.

Los tumores neuroendocrinos con receptores de somatostatina son sélo un ejemplo de los tumores
que pueden ser detectados con gran eficiencia en la actualidad utilizando péptidos marcados. Sin
embargo la tarea no esta terminada, existe mucho por realizar en este campo, el objetivo primordial
ahora es sintetizar complejos de péptidos marcados con emisores beta con una estabilidad y
biodistribucion adecuada no sélo para poder diagnosticar, si no para ser utilizados en la terapia del
cancer.
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