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Resumen. Las enfermedades oncoldgicas y neu-
rodegenerativas tienen una importancia de primera
linea en Uruguay.

Las areas de investigacion quimico-farmaceutica y
biomedica (Radiofarmacia) desarrolladas por el CU-
DIM han contribuido a potenciar las capacidades de
investigacion en tomografia poremision de positrones
atraves del desarrollo de nuevas moléculas de interés
en la clinica, avanzando en la comprension de patolo-
gias como cancer de prostata, glioma y enfermedad
de Alzheimer.

En este trabajo se exponen diferentes lineas que han
implicado tanto el desarrollo de nuevos radiotrazado-
res, como la puesta a punto de modelos animales para
el estudio y comprension de diferentes patologias.

Abstract. Oncological and neurodegenerative dis-
eases are health priorities in Uruguay.

The biomedical, and pharmaceutical-chemistry. de-

partments (Radiopharmacy) have contributed to devel-

op positron emission computed tomography research,

through the development of new molecules based on

their clinical interest, to improve our understanding of
different pathologies such as prostate cancer, glioma
and Alzheimer’s disease.

In this article we analyse different research lines that
have enabled R&D of new radiotracers, the optimiza-
tion of animal models, in order to study and improve
our understanding of these pathologies.
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Introduccion como la puesta a punto de modelos animales para el

Considerando laimportancia de su prevalencia en Uru-
guay, la investigacion desarrollada por el CUDIM se ha
orientado a avanzar en la comprension y la mejora del
diagnostico de patologias como el cancer de préstata,
gliomas y enfermedad de Alzheimer.

Se desarrollan a continuacion diferentes lineas que han
implicado tanto el desarrollo de nuevos radiotrazadores,
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estudio y comprensién de estas patologias.

Aportes al diagnéstico
del cancer de prostata

El cdncer de préstata (CP) es uno de los canceres solidos
mas comunmente diagnosticados en el hombre. El mis-
mo constituye la quinta causa principal de mortalidad
por cancer a nivel mundial, representando un problema
de salud publica”.

Esta patologia se caracteriza por tener una evolucién y
sintomatologia muy heterogénea, pudiendo presentar
una amplia gama de comportamientos bioldgicos.

Para poder establecer el tratamiento mds adecuado
en cada caso, es de suma importancia estadificar con
precision esta patologia®®. De aqui surge la necesidad
de contar con métodos diagnésticos especificos para
cada estadio.

La tomografia por emision de positrones (PET) es una
modalidad de imagenologia molecular que permite
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obtener informacion funcional y metabdlica de los
distintos érganos y tejidos del cuerpo, a partir de la
obtencién deimagenes tridimensionales''?. Esta técnica
ofrece una herramienta cuantitativa util para la caracte-
rizacion in vivo de la biologia tumoral, y por ello juega
un rol muy importante en el diagnéstico del cadncer de
préstata. Para poder realizar un diagnéstico preciso,
la imagenologia molecular por PET/CT debe ajustarse
especificamente a la biologia tumoral y al estadio evo-
lutivo del paciente™.

La("’C) colina, (('"C)COL) ha sido uno de los radiofarma-
cos mas utilizados estos ultimos afos como referencia
para la detecciony evaluacion del cdncer de préstata en
la clinica. Sin embargo, el diagnéstico de esta patologia
con dicho radiofarmaco presenta varias desventajas,
basadas fundamentalmente en su baja sensibilidad"?.

Por otro lado, el PET con (®8Ga) PSMA evalua el incremen-
to de la expresidn del antigeno prostatico especifico de

membrana (prostate-specific membrane antigen, PSMA).
El PSMA es una proteina transmembrana presente en
todos los tejidos prostaticos, pero su incremento es
mas elevado en el cancer de préstata. Casi todos los
adenocarcinomas de préstata muestran expresion de
PSMA en la mayoria de las lesiones, tanto primarias
como metastasicas.

PET con (*C)SAM

En la busqueda de la optimizacién del diagnéstico de
cancer de prostata y la evaluacion de su agresividad y
progresién, se desarrollé el PET con (''C)SAM, tomando
como patron de referencia la (""C)COL.

La sarcosina es un aminodcido que ha sido identificado
como un metabolito diferencial que se ve ampliamen-
te incrementado durante la progresion del cancer de
prostata’. Se ha demostrado que dicho incremento
se relaciona con el aumento de la agresividad tumoral

Investigacion y desarrollo quimico-farmaceéutico
en el Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular

A 10 aios de la piedra fundacional

El 24 de noviembre de 2008 se colocaba la piedra funda-
cional en el predio donde 15 meses después se inaugura
el Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular, con los
siguientes objetivos":

« brindar asistencia a la poblacién en forma de diag-
néstico y monitoreo de terapias vinculadas con su
especialidad.
constituirse en un centro de formacion de profesio-
nales y cientificos en el area, estimulando la forma-
cion de los estudios de postgrado.
realizar tareas de investigacion para desarrollar
nuevos marcadores de diagndstico.
establecer lazos de colaboraciéon, coordinacion e
intercambio académico con centros cientificos si-
milares en el mundo.

Para ello el CUDIM cuenta con infraestructura, equi-
pamiento y personal cientifico-técnico que nos ha
permitido el desarrollo de dichos objetivos.

Para la produccion de nuevas entidades moleculares
marcadas con radionucleidos PET (tomografia de emi-
sion de positrones) se utilizan dos grandes componentes
tecnolégicos (ver figura 1):

a) Elciclotron (PET Trace 16,5 MeV, GE), donde se aceleran
las particulas y se producen los radionucleidos ("®F, ''C,
BN, 0)?y un drea donde se sintetiza el producto de
interés. Si cumple los requisitos para administracion
en pacientes se lo denomina radiofdrmaco.

b) Plataformas o médulos de sintesis ubicadas dentro
de celdas blindadas, permiten llevar a cabo procesos

de automatizacion de sintesis. Esto es fundamental
dado el corto periodo de semidesintegracién de los
radionucleidos emisores de positronesy laimportan-
cia de la proteccién radioldgica del operador, acorde
con las normas internacionales de seguridad en este
campo®. El proceso productivo se lleva a cabo en un
area blanca, donde la calidad del aire es controlada,
de modo de cumplir con los requisitos GMP*.

" " Modulos de sintesis

Radionucleido

Muestra del lote Molécula
l marcada/
radiofdrmaco
Control de calidad .
0&"

. " -
Libera / |
el lote =
—_—

Camara micro PET/CT

m Esquema general de produccion de una molécula marcada con
un radionucleido PET, hasta la realizacion del estudio en el micro

PET/CT.
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y se debe a la sobreexpresion de la enzima Glicina N-
metiltransferasa (GNMT)",

En consecuencia, laidentificacién de ligandos de laGNMT
para su posterior marcacién con radionucleidos PET,
constituiria una nueva herramienta para el diagnéstico
de esta patologia por imagenologia molecular. La enzi-
ma GNMT cataliza la metilacién de glicina para formar
sarcosina empleando S-adenosil metionina (SAM) como
sustrato donador del grupo metilo (ver figura 2).

Habiendo identificado esta molécula se plantearon los
siguientes objetivos:

+ optimizacion de la sintesis de ('"C)SAM a partir de
S-adenosil homocisteina (SAH) mediante reacciones
de marcacién de N-metilaciéon con "'C,

- desarrollo del control de calidad del nuevo agente,

« evaluacion fisicoquimica e in vitro de ("'C)SAM segui-
do de su caracterizacion biolégica ex vivo e in vivo.

c) Un laboratorio de control de calidad fisicoquimico
y microbiolégico, donde se verifica que el radiofar-
maco cumple con las especificaciones preestableci-
das. En general, dichos controles se encuentran es-
tablecidos en las diferentes farmacopeas®® para los
radiofdrmacos en uso clinico. En el caso de moléculas
en desarrollo, las especificaciones se establecen en
base a la informacién disponible de literatura.

d) Cuando se libera el lote, estd en condiciones de ser
administrado a un animal de experimentacién y
realizar un estudio de imdgenes en la camara micro
PET/CT.

e) El Bioterio del centro suministra diferentes lineas de
ratones SPF (libre de patégenos especificos) (inmuno-
deprimidos, transgénicos, cepas control, etc.). Dicha
Unidad estd transitando su proceso de acreditacion
bajo estandares internacionales.

f) Laboratorios de ensayos preclinicos (laboratorio de
cultivo celular, autorradiografia, cirugia experimental,
etc.), donde se llevan a cabo diferentes métodos de
evaluacién bioldgica, que permiten caracterizar un
nuevo compuesto en estudio y evaluar su potencial
para proseguir en nuevas etapas, o introducir los cam-
bios que se consideren necesarios.

Las lineas de investigacién del centro han estado centra-
das en enfermedades oncoldgicas y neurolégicas.

Las dreas de investigacidn quimico farmacéutico y bio-
médico (Radiofarmacia) han contribuido a potenciar
las capacidades de investigacién en tomografia por
emision de positrones a través del desarrollo de nuevas
moléculas de interés en la clinica, en la formacién de
profesionales y jovenes investigadores. La investigacion
se ha basado en el trabajo multidisciplinario e interinsti-
tucional que permite avanzar en la comprensién de pa-

Avances en diagnhostico

Nuestro equipo logré optimizar un método quimico
para la sintesis de ('"C)SAM en el médulo automatiza-
do TRACERIab® FX-C,  (GE). El radiotrazador se obtuvo
como mezcla diastereomérica, ajustandose a las espe-
cificaciones establecidas para el control de calidad"®.

La caracterizacion fisicoquimica e in vitro de (''"C)SAM
aporto elementos para predecir el comportamiento in
vivo del compuesto y asi poder continuar con la etapa
de evaluacién biolégica del mismo.

La evaluacion biolégica de ('"C)SAM se llevé a cabo
empleando dos modelos de ratdon, uno sano y otro
portador de tumor xenogréfico de CP humano, me-
diante estudios ex vivo de biodistribucién e in vivo por
imagenologia molecular PET/CT.

Los estudios realizados utilizando el modelo tumoral
con ("'C)SAM permitieron determinar que la concen-
tracion de actividad obtenida a nivel del tumor fue sig-

tologias como cancer de prostata, gliomay enfermedad
de Alzheimer, como se expone en esta misma revista.

Es de vital importancia para los centros PET como el CU-
DIM, optimizar los procesos de sintesis de radiofarmacos
y adaptarlos a la tecnologia disponible. Esto nos ha
posibilitado estar a la vanguardia con los radiofarmacos
de referencia, empleados a nivel mundial.

Enla pagina web del centro (www.cudim.org) se detallan
presentaciones en eventos internacionales y publicacio-
nes relacionadas con dichas lineas.

La formacién de recursos humanos de postgrados y
las lineas de investigacién han sido posibles con la
colaboracién de centros nacionales y del exterior (ver
tabla 1).

Colaboracion nacional

« Universidad de la Republica (UdelaR):
- Catedra de Radioquimica (Facultad de Quimica)
- Centro de Investigaciones Nucleares
(Facultad de Ciencias)

« Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable

« Instituto Pasteur Montevideo
+ CNeuro (Cuba)
« PositronPharma (Chile)

« Centre de Recherche en Cancérologie de Toulouse
INSERM (Francia)

1111 -3 B Colaboraciones académicas del CUDIM en las lineas de
investigacion expuestas en este trabajo.
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nificativamente mayor que la del musculo usado como
tejido de referencia, a todos los tiempos analizados.

Los estudios comparativos PET/CT con (""C)COL, mostra-
ron una captacion tumoral in vivo de (""C)SAM significa-
tivamente mayor que la obtenida para el radiofarmaco
de referencia. Estos resultados sugieren que el nuevo
agente podria ser potencialmente util como agente
diagndstico para el cdncer de prostata.

Se realizaron estudios dosimétricos del nuevo compuesto
que permitieron estimar la dosis absorbida y la dosis efec-
tiva en humanos, tanto para los diferentes érganos como
para cuerpo entero. En base a los resultados obtenidos,
se pudo concluir que el riesgo asociado a la irradiacién
en un estudio con (''"C)SAM habilita su uso en pacientes
al ser del orden de otros radiofarmacos en uso clinico.

Los resultados anteriormente descriptos permitieron
continuar con la redaccién de un protocolo clinico
piloto a fin de evaluar la potencial utilidad de (""C)SAM
en el diagnéstico de CP en humanos. Dicho protocolo
fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
Institucional del Centro Uruguayo de Imagenologia
Molecular (CUDIM).

Actualmente, el ensayo clinico planteado se encuen-
tra en ejecucién y la culminacién del mismo aportara
elementos para dilucidar la potencial aplicacion en la
clinica del agente en estudio.

Metodo de marcacion de **F-PSMA

El PET con ®8Ga-PSMA permite obtener imagenes de
forma de valorar con un método minimamente invasivo
la expresién de PSMA!),

Este radiofdrmaco se ha vuelto muy importante en la
evaluacion de pacientes con cancer de proéstata, y el
incremento de su utilizacion en CUDIM se ha hecho
muy importante desde su comienzo en 2015 con 29
pacientes/aio a los 317 pacientes/ano en 201719,

El Ga, es un radionucleido obtenido de generador
8Ge/%Ga, lo cual presenta como una de las ventajas mas
importantes que se puede obtener sin la necesidad de
un ciclotron. Sin embargo, presenta como principal des-
ventaja que la actividad maxima disponible estd limitada
por el generador, pudiendo realizar pocos estudios a
pacientes por sintesis (5 al inicio del generador, llegando
a1 o2alfinal de lavida util del mismo).

Por estos motivos y por ser un radionuclido de menor
energia *, el poder contar con el PSMA marcado con 8F
se presenta como una ventaja interesante. Esto permite
obtenerimdagenes con mejor resolucion (a causa de la me-
norenergia3*)y poder realizar mas cantidad de estudios a
pacientes por cada marcacién (ya que la activad a producir
en ciclotrén puede ser variada), permitiendo incrementar
la atencién asistencial con este radiofarmaco sin la nece-
sidad de incrementar el nUmero de producciones.

Existen en la literatura varias formas de poder acoplar
el '®F al péptido PSMA. Una de ellas es la via nucleofi-
lica, en la cual los precursores disponibles estan bajo
patente. Otra via novedosa de realizar la marcacién es
emplear el mismo precursor que para %Ga (el cual ya
estaba disponible en CUDIM) y realizar el acoplamiento
empleando un complejo con Al y F, para formar Al'éF-
PSMA. La sintesis de este radiofarmaco ya habia sido
reportada con anterioridad, pero en forma manual, solo
para uso preclinico a pequena escala.

Para poder contar con este radiofarmaco en la rutina
clinica, es necesario poder realizar la sintesis en una
plataforma automatica (mddulo de sintesis) ubicada
en una celda caliente en un area blanca. Para ello se
trabajé en el desarrollo de la sintesis en la plataforma
disponible en CUDIM, mddulo de sintesis Tracerlab FX_
(GE). Para ello se optimizaron las condiciones de sintesis
y purificacidn a fin de poder obtener el radiofarmaco
en condiciones aptas para ser empleadas en la clinica
de rutina,

Previamente al empleo en la rutina clinica, se realizaron
las evaluaciones en modelos preclinico de animales
empleando células LNCaP, inoculadas en ratones Nude
N:NIH (S)-Foxn 1nu (ver figura 3). Por este motivo es
fundamental poder contar en el pais con las facilidades
que permitan realizar las evaluaciones preclinicas con
animales de experimentacion.

Actualmente se encuentra en evaluacion clinica el em-
pleo de este radiofarmaco como sustituto de su analogo
marcado con %Gn.

De ser positiva la evaluacion, se podra contar con un ra-
diofarmaco seguro, que permita incrementar el nimero
de estudios y asi poder atender la necesidad creciente
de diagnéstico en la principal neoplasia en el hombre.
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Tumor xenografico con células LNCaP cell, en ratones Nude N: NIH
(S) - Foxn Tnu mice. Imagen adquirida post administracién de
AI(8")F-PSMA, empleando una cdmara para pequefios animales
tri-modality PET/SPECT/CT scanner (TriumphTM, TriFoil, Inc., US).

Estudios en gliomas

Los modelos animales se han utilizado en el desarrollo
de nuevas entidades quimicas para estudiar diferentes
blancos terapéuticos, respuesta farmacoldgica, evalua-
cion de dosis y toxicidad, etc.?'22,

El PET en modelos murinos es una herramienta para la
evaluacién de nuevos trazadores para el diagnostico
de los tumores del SNC, asi como para los ensayos
preclinicos in vivo de farmacos con potencial valor
terapéutico®,

Los modelos animales son una simplificacién de la pa-
tologia en humanosy aunque imperfectos, constituyen
la mejor herramienta de investigacién in vivo?*2),

En CUDIM se trabaja en laimplantacién intracraneal de
lineas celulares humanas de glioma en ratones inmu-
nodeficientes (atimicos). Se procura reproducir estas
lesiones tumorales en animales de experimentacion y
evaluarlas por medio de imagenes PET con radiotraza-
dores de referencia en la clinica: "*F-FDGy "'C-Metionina.
Contar con este modelo animal validado, con resultados
predecibles, mediante el uso de estos dos agentes de
diagnéstico, permitird la utilizacién posterior del mo-
delo en el desarrollo de nuevos trazadores para diag-
noéstico y evaluacion de compuestos potencialmente
terapéuticos para glioma.

Para la generacion de este modelo, se inoculan células
LN229 (ATCC®CRL2611™) de glioblastoma multiforme
humanas mediante estereotaxia en el nucleo estriado
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derecho de ratones Nude-Nude adultos. Se realiza se-
guimiento porimagenes micro PET/CT (Triumph™ PET/
CT/SCANNER TriFoil Imaging) a partir de los 15 dias (ver
figura 4). De este modo es posible adquirir la imagen
funcional (PET) y laimagen anatémica (CT), que se core-
gistran para seguir la evolucién temporal de la lesion.

El radiotrazador '8F-2-fluoro-2-desoxi-D-glucosa ('éF-
FDG), es un marcador de hipermetabolismo®. Las le-
siones malignas e inflamatorias presentan un aumento
del metabolismo de la glucosa, lo que determina un
aumento de la sefal del trazador en las imagenes®”,

""C-Metionina, es un aminodcido esencial radiomarcado
que pone en evidencia el aumento de la proliferaciéon
celular. Esta bien caracterizado en los tumores del SNCy
se ha propuesto para diferenciar gliomas de alto grado
en relacién a los de bajo grado®?®2?),

Ambos marcadores son producidos en la unidad de
radiofarmacia de CUDIM. Las imagenes obtenidas se
procesan con el software de imagen P-MOD (PMOD
Technologies, Ltd., Zurich, Switzerland). Este tratamiento
de los datos permite la cuantificacién de la captacién
de los radiofarmacos mencionados para la obtencién
de una linea temporal de evolucién de la lesion asi
como la relacién (captacién en tumor)/(captacion en
tejido sano).

Las imagenes del cerebro de los ratones inoculados (ver
figura 5) denotan captacién de ®F-FDG en todo el tejido
y por lo tanto la captacién especifica de la lesion tumoral
no es precisa. Sin embargo, en las imagenes obtenidas
con ""C-Metionina, se pueden apreciar claramente las
zonas de hipercaptacién que coinciden con la masa
tumoral, y zonas de hipocaptacién. Ademas, esta linea
celular fue anteriormente estudiada in vitro respecto a
su captacion de ""C-Metionina, dando muy buen nivel
de internalizacion celular®,

a) b)
Dia 0

Inoculacion
de células LN229

Semanas2a 6

Imagenes PET/CT con
“F-FDG y "C-Metionina

d

Sacrificio 50 dias post inoculacion

Sacrificio y extraccion de
tumor para histologia

m a) Flujo de trabajo para la optimizacion del tumor intracraneal
en raton Nude.

b) Ratén Nude (inmunodeprimido)
¢) Cdmara micro PET/CT
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Imagen PET con ®F-FDG (a) y con "'C-Metionina (b)
de tumor intracraneal inoculado en el estriado derecho
de un ratén Nude a los 30 dias post-inoculacién.

Estos resultados son semejantes a lo que se observan
en las imagenes con estos radiofarmacos en humanosy
por tanto validan el modelo animal como herramienta
preclinica para la patologia en cuestion.

Cuando los animales son sacrificados, se obtiene la mues-
tra del tejido tumoral para su evaluacién histo morfolégi-
ca, por medio de tincidon con hematoxilina/eosina.

En nuestro modelo trabajamos con una linea celular
humana de glioma, LN229, que no es comunmente
mencionada en la literatura cientifica, lo que disminuye

la posibilidad de mutaciones acumuladas. Las lesiones
producidas no son encapsuladas y presentan vascula-
rizacién, de acuerdo a lo que se observa en los cortes
histolégicos. Estas caracteristicas son semejantes a las
que presentan los gliomas en humanos.

Existen otros modelos animales de experimentacién
para glioma que presentan algunas caracteristicas que
no se corresponden con la patologia en humanos. Por
ejemplo, el grado de deriva genética de las lineas celu-
lares mas empleadas (U87, U251), el crecimiento tumoral
encapsulado, la presencia o ausencia de neovasculari-
zacion, se han sefalado como desventajas.

El valor predictivo de la técnica requiere un nimero
estadisticamente significativo de estudios analizados.
La puesta a punto de un modelo intracraneal de glioma
de origen humano en ratén, brindara a nuestro centro
un nuevo recurso para desarrollar la imagenologia en
neuro oncologia.

Nuevos radiofarmacos PET
para diagnéstico de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), es de las demencias
mas comunes, siendo del 40 a 50% de los casos y la
cuarta causa de muerte en los paises desarrollados®".

Esto se ve cada vez mas incrementado debido alaumen-
to de laesperanza de vida, y con ello del envejecimiento
de la poblacién. Uruguay no escapa a esta realidad ya
gue presenta una estructura de poblacion que refleja el
envejecimiento persistente, con el aumento en el peso
relativo de la poblacion de la terceray cuarta edad, espe-
randose para mediados de este siglo, que la poblacion
mayor de 60 afos supere el 21% del total®?.

La enfermedad de Alzheimer es un desorden neu-
rodegenerativo del sistema nervioso central, que se
caracteriza por el deterioro progresivo de las funciones
mentales. Neuropatolégicamente, se destaca por la
presencia de numerosas placas de amiloide y ovillos
neurofibrilares. En estos ultimos afos se ha compro-
bado que la EA presenta un importante componente
neuroinflamatorio, en el que se ven comprometidas
también las células gliales, en particular los astrocitos.
Estos responden al dafo celular mediante un proceso
de reactividad en torno a las placas de amiloide®*39,

La imagenologia molecular por PET es una técnica
no invasiva que provee la capacidad de obtener in-
formacion cuantitativa in vivo de diversos procesos
biolégicos y/o patoldgicos, asi como el diagndstico de
numerosas patologias, incluyendo las enfermedades
neurodegenerativas®®*”, Debido a ello, es una modalidad
prometedora para la deteccion tempranay estadificacion
de laEA en pacientes con esta patologia. En este sentido,
en CUDIM se ha trabajado en el desarrollo de nuevos
radiofarmacos PET principalmente enfocados en la detec-
cién temprana de la neuroinflamacion (astrocitosis) y en
la cascada de formacion de los ovillos neurofibrilares.
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Desarrollo de radiotrazadores para
diagnostico de gliopatias en Alzheimer

El desarrolloy caracterizacién de nuevos radiofarmacos
PET especificos para la identificacion de células gliales
con potencial patogénico (astrocitosis), tomd como
patron de referencia al (""C)deutero-L-deprenil (("'C)
DED), radiotrazador de uso clinico para la deteccién
de astrocitosis.

Se propuso realizar un estudio y seleccion de moléculas
como potenciales marcadores especificos de astrocitos,
comenzando por el andlisis de las estructuras quimicas
para evaluar las posibles estrategias de marcacién con
radionucleidos PET. Se planteé la posterior caracteriza-
cién fisicoquimicay evaluacioén biolégica in vitro, ex vivo
e in vivo de los compuestos marcados.

Inicialmente se construyd el marco de referencia,
optimizando un método de produccién y control de
calidad de (""C)DED, asi como realizando su caracteri-
zacion biolégica mediante biodistribuciones y estudios
imagenoldégicos.

Dado que el colorante Sulforrodamina 101 (SR707) ha
sido reportado como marcador especifico de astroglia,
se comenzé trabajando con este compuesto.

Con la finalidad de marcar la SR101 con '8F, la misma
se derivatizé6 mediante un linker de sulfonamida, sin-
tetizando la SR101 N-(3-Bromopropil)-sulfonamida, asi
como su analogo fluorado SR101 N-(3-Fluoropropil)-
sulfonamida. De este modo se logré contar con todos los
estandaresy precursores para la radiosintesis y el control
de calidad, que no estaban disponibles comercialmente.
Seguidamente, se optimizd la marcacién con '8F, asi
como la purificacion y formulacion del derivado de

SR101, obteniéndose la SR101 N-(3-(*®F)-Fluoropropil)-
sulfonamida ("8F)2B-SRF101), en concordancia con las
especificaciones establecidas en el control de calidad.

Se realizaron estudios fisicoquimicos e in vitro, verifi-
cando que la ("®F)2B-SRF101 presentaba caracteristicas
apropiadas para convertirse en un radiofarmaco de
diagnéstico PET. Ademas, se confirmé que el nuevo
compuesto, a pesar de las modificaciones estructurales
realizadas, aun mantenia la capacidad de marcar los
astrocitos. Mediante la adquisicion deimagenes de fluo-
rescencia ex vivo de cerebro, se verificé la capacidad de
2B-SRF101 de atravesar la barrera hematoencefalica.

En la evaluacién bioldgica del radiofarmaco se llevaron
a cabo estudios exvivo de biodistribucién e imagenolo-
gicos in vivo en ratones sanos y en un modelo de ratén
transgénico con EA.

Los estudios de biodistribucidon con (®F)2B-SRF101
permitieron evaluar el perfil farmacocinético y verificar
que el mismo presenta caracteristicas apropiadas para
un agente de diagnostico PET.

En los estudios imagenolégicos se observé una mayor
captacién de ("8F)2B-SRF101 en los ratones transgénicos
en varias de las regiones del cerebro estudiadas con
respecto al grupo control sano. En particular se observé
esta diferencia en la corteza e hipocampo, zonas de
particular interés, donde principalmente se desarrolla
la astrocitosis en el modelo de ratén con EA utilizado
(ver figura 6).

Considerando los datos obtenidos en la evaluacion
bioldgica de la (®F)2B-SRF101 se pudo concluir que el
compuesto en estudio podria ser un potencial radiotra-
zador PET para la deteccién de astrocitosis.
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Avances en diagnhostico

En base a la comparacién de los estudios PET con
("8F)2B-SRF101y con ("'C)DED, se concluyé que ambos
radiotrazadores brindan informacién diferente y com-
plementaria a la vez. Esto presentaria ventajas en un
enfoque multitrazador, dado que se estaria contando
con herramientas utiles para determinar los cambios
neuropatolégicos en la progresion de la EA.

Finalmente se realizaron estudios de toxicidad y dosi-
metria, verificandose que el nuevo compuesto seria un
radiotrazador seguro para administrar en pacientes. De
este modo, se abre paso a una posible fase clinica piloto
exploratoria en voluntarios sanos y en pacientes con EA,
con la finalidad de dilucidar su potencial aplicacion.

Desarrollo de radiotrazadores
para evaluar actividad de GSK3

Los ovillos neurofibrilares estan constituidos por fila-
mentos de proteina tau hiperfosforilada. Esta proteina
se encuentra normalmente en el organismo, tanto
en las neuronas, como en otras células, ya que su
funcién fisioldgica consiste en la estabilizaciéon de los
microtubulos.

Una disfuncién en el metabolismo de la proteina tau
a causa de su hiperfosforilacion trae aparejad una ma-
yor agregacion y por lo tanto su desregulacion. Esta
hiperfosforilacion estd asociada a un aumento de la
actividad de diferentes quinasas, como la GSK3. Existen
principalmente 2 isoenzimas de GSK3, pero la GSK-3[3 es

la que se expresa en el cerebro adulto, encontrdandose
de manera muy abundante en las neuronas®®3,

Su desregulacién estd asociada a numerosos dafos
patolégicos producidos en la enfermedad de Alzheimer,
como lainflamacién y la pérdida de memoria. También
produce hiperfosforilacién de tau, aumento de la pro-
duccion del péptido B-amiloide y la reduccion de la
sintesis de acetilcolina. Se ha localizado la presencia
de GSK3 junto a neuronas dafadasy ovillos neurofibri-
lares en cerebros que han sufrido la enfermedad®“.

Por estos motivos, la enzima GSK3, es actualmente uno
de los focos de estudio a nivel mundial en Alzheimer,
para poder definir completamente su rol en el desarrollo
de laenfermedad, poder plantear formas de diagnostico
mas tempranas y como posible blanco de terapias.

En el CUDIM, lalinea de trabajo de desarrollo de nuevos
radiotrazadores con afinidad por GSK3, surgié como un
trabajo de colaboracién entre el CUDIM y los grupos
el area de Radioquimica de la Facultad de Quimica
liderado por la Dra. Ana Rey y el Laboratorio de Qui-
mica Orgdnica del Instituto de Quimica Biolégica de
la Facultad de Ciencias de la UdelaR liderado por el Dr.
Hugo Cerecetto.

Esta linea de trabajo presenta como objetivo el de poder
desarrollar nuevos trazadores con afinidad por GSK3 a
fin de profundizar los conocimientos de como intervie-
ne esta enzima en la cascada de procesos metabdélicos
que se producen en la enfermedad y en el futuro poder
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llegar a tener una herramienta mas en la evaluacién de
los pacientes que presenten deterioro cognitivo.

Como objetivos secundarios se pretende también po-
tenciar las capacidades de investigacién en Uruguay en
el area de radiofdrmacos para neurodegeneracién asi
como formar nuevos investigadores en esta tematica
mediante estudiantes de posgrado.

Durante las investigaciones que se vienen desarrollando
se ha trabajado en la sintesis de radiofarmacos deriva-
dos de maleimidas que presentan unién reversible por
GSK3 marcadas con "'C. Para ello se seleccionaron las
estructuras mostradas en la figura 7, los mismos fueron
sintetizados por D. Pérez, et al y su actividad frente a
GSK-3 esta reportada®". Para ello se desarrollaron los
métodos de marcacion y control de calidad con el fin
de poder contar con el radiofarmaco en la formulacién
adecuada para su utilizacién en sistemas biolégicos.

Actualmente se encuentra en curso la evaluacién del
radiofarmaco en animales transgénicos con la triple
mutacioén vs normales de la misma edad. Se va a evaluar
el avance de la enfermedad mediante el trazador desa-
rrollado alo largo de la vida del animal hasta el desarrollo
de la patologia completa a los 15 meses. A fin de evaluar
los cambios a nivel cerebral de la enzima GSK3 y su rela-
cion con la enfermedad de Alzheimer y de esta manera
poder plantear a futuro el uso de este radiofarmaco en
humanos contando con un diagndstico mas temprano
de la enfermedad.
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Estructuras y sintesis del compuesto marcado con "'C-MAR

De esta manera se aspira poder colaborar en la inves-
tigacion de la enfermedad con el fin de que en algun
momento en el futuro se pueda detectar mas temprano,
para asi actuar y evitar que la enfermedad avance.
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