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Resumen del proyecto

El cdncer de prdstata (CP) representa el segundo tumor mds diagnosticado en hombres a nivel mundial y constituye una de las principales
causas de mortalidad por cdncer. En Uruguay, se registran aproximadamente 1466 casos nuevos y mds de 570 muertes por ano, segun datos de
la Comisidn Honoraria de Lucha contra el Cdncer.

La implementacién de nuevas herramientas diagnésticas han permitido avanzar en la estadificacion y caracterizacién biolégica del CP. La
Tomografia por Emisidn de Positrones (PET/CT) con radiofdrmacos dirigidos contra el antigeno de membrana especifico prostdtico (18F-PSMA)
se ha posicionado como el estdndar de referencia para evaluar pacientes con enfermedad intermedia o avanzada. Presenta alta sensibilidad
para detectar lesiones primarias y metastdsicas, especialmente en tumores de alto grado histoldgico o con comportamiento agresivo.

Sin embargo, existe un subgrupo de pacientes con tumores particularmente agresivos cuya caracterizacién molecular sigue siendo un desafio.
Diversos estudios han demostrado que la enzima monoaminooxidasa A (MAO-A) estd sobreexpresada en el cancer de préstata desdiferenciado,
correlaciondandose con una microarquitectura tisular alterada, peor prondstico, mayor crecimiento tumoral y resistencia al tratamiento.

Este proyecto permitié estudiar diferentes radiofdrmacos como [11C]Harmina —inhibidor reversible y selectivo de MAO-A— y 18F-
Fluoroetilharmol en modelos animales de ratones inmunodeprimidos que desarrollan tumores de células humanas. Luego se avanzo en un
estudio traslacional, pasando hacia la clinica realizando una evaluacién comparativa con [18FIPSMA en pacientes con cdncer de préstata. El
objetivo fue aportar una visiéon complementaria del perfil bioldégico tumoral, especialmente en aquellos pacientes de alto riesgo.

Un tercer radiofdrmaco que identifica la actividad de otra enzima in vivo es la 11C-(S,S)-adenosilmetionina. En colaboracién con un equipo
especialista en biocatdlisis de la Facultad de Quimica (UdelaR) se implementé un método biocatalitico para su fabricaciéon. Se trata de un
método novedoso que el grupo adapté para poder ser realizado en médulos automatizados de sintesis.

Ciencias Médicas y de la Salud / Medicina Clinica / Radiologia, Medicina Nuclear y Diagndstico por Imdgenes / Radiofarmacia
Palabras clave: CANCER DE PROSTATA / RADIOFARMACO / TOMOGRAFIA DE EMISION DE POSITRONES /

Antecedentes, problema de investigacion, objetivos y justificacién.

Antecedentes y aplicabilidad

El cancer de préstata (CP) constituye el segundo cdncer mds diagnosticado en el hombre a nivel global y representa la quinta causa principal de
mortalidad por cdncer, constituyendo un problema de salud publica (1). Segun las cifras reportadas por la Comisién Honorario de Lucha contra
en el Cdncer en Uruguay se registran en promedio 1466 casos nuevos al ano, con mds de 570 muertes anuales en promedio.

La comprension de esta patologia y los nuevos biomarcadores que van emergiendo estdn permitiendo una mejoraria en el manejo de esta
enfermedad. Como ejemplo, cabe mencionar el PSMA que constituye una proteina transmembrana presente en todos los tejidos prostaticos. El
incremento de la expresion de PSMA estd presente en varios tumores, aunque su concentracién es mads elevada en el cdncer de préstata. Casi
todos los adenocarcinomas de préstata muestran expresion de PSMA en la mayoria de las lesiones, tanto primarias como metastdsicas. Estudios
inmunohistoquimicos han demostrado que la expresion de PSMA estd incrementada en pacientes con tumores desdiferenciados, metastdsicos u
hormonorrefractarios. Mds aun, el nivel de expresién del PSMA tiene un valor prondstico para la evoluciéon de la enfermedad. La tomografia por
emisidn de positrones proporciona una medida de la distribucién tridimensional del 68Ga-PSMA, obteniendo imdgenes semicuantitativas que
permiten valorar de forma no invasiva la expresiéon de PSMA. El radiofdrmaco 68Ga-PSMA ha emergido rdpidamente como la modalidad “gold
standard” en imagenologia para la estadificacidon de cdncer de préstata intermedio y avanzado. Se ha sugerido por la Sociedad Internacional de
Patologia Urolégica, que la técnica PET/CT empleando un radiofdrmaco de PSMA podria ser potencialmente utilizado en todos los pacientes
recientemente diagnosticados de cdncer de préstata con Gleason grado 4 significativo o cualquier histologia Gleason grado 5, PSA > 20 o
enfermedad clinica T3 o superior (5). En el CUDIM se optimizd el marcado de PSMA con 68Ga y 18F, siendo en la actualidad el segundo
radiofdrmaco mds utilizado en el centro luego de 18F-Fluor-deoxi-glucosa (18F-FDG).

Los pacientes portadores de CP de alto riesgo representan un 15% del total, incluyendo la definicién actual un grupo heterogéneo con un rango
de prondstico. Los cdnceres de prdstata de alto riesgo tienen el potencial de progresar a un fenotipo letal que puede ser fatal. EL hecho de
poder identificar aquellos que van a evolucionar con perfil de alto grado de malignidad constituye un desafio y el presente proyecto plantea dos
alternativas a través de identificar mecanismos bioquimicos que estdn sobreexpresados ya sea a través de una enzima o de un receptor.

La Glicina N-metiltransferasa (GNMT), es una enzima que se ha visto sobreexpresada durante la progresidn del CP. En consecuencia, la
identificacion de ligandos para su marcacién con radionucleidos PET, constituye una herramienta para el diagndstico de CP. La (S,S)-
adenosilmetionina (isémero (S,S) de SAM) actia como ligando natural de la GNMT. Considerando esto, se postularon los primeros pasos en
investigacion en esta drea, con el objetivo de obtener la [11C]SAM en el marco de la tesis de doctorado en Quimica de la Q.F. Florencia Zoppolo
(2013-2018, Pos_Nac_2012_1_8769). En este marco se optimizé la sintesis de [11CISAM; sin embargo la reaccién da lugar a dos isémeros: [11C]
(5,5)-SAM (isémero activo) y [11CI(R,S)-SAM (isémero inactivo). Este radiofdrmaco, como mezcla escalémica, fue evaluado bioldgicamente en un
modelo tumoral murino de CP determindndose que la concentracidn tumoral fue significativamente mayor que la del érgano referencia. Se
obtuvo la autorizacién del Comité de Etica de CUDIM para una primera caracterizacién del radiofdrmaco en 5 pacientes (2018), la cual no
presento ventajas frente al 68Ga-PSMA. Con estos antecedentes se planted desarrollar un proceso de sintesis estereoselectivo, que permita
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obtener la molécula épticamente pura, lo que redundaria en una mayor eficiencia del radiofdrmaco, aumentando la sensibilidad del método
diagndstico. Este proyecto estuvo a cargo de la Dra. Sonia Rodriguez (FMV_1_2017_1_136610; Biocatdlisis aplicada a la sintesis de
radiotrazadores de utilidad en tomografia de emisidn de positrones). En esta linea, la sintesis estereoselectiva se basé en la ruta biosintética
natural catalizada por la enzima metionina adenosiltranferasa (metK). Se logré clonar, expresar y purificar la metK soluble, con la cual se
realizé la sintesis de (S,5)-SAM con exceso diasteromérico >99%. Ademds, se ensayd la marcacion en una plataforma automatizada empleando
la enzima soluble, obteniéndose [11C](S,5)-SAM. Esto demuestra que la reaccidn biocatalizada es una alternativa a la radiosintesis cldsica,
mejorando la pureza diasteromérica. No obstante, el uso de enzima soluble no es factible al realizar la trasposicidn hacia una produccion clinica,
pues dificultaria la purificacion final. Esto podria ser saldado al contar con un biocatalizador inmovilizado.

Por lo que, se trabajé en el disefio de un derivado inmovilizado enzimdtico de metK, que permitié obtener la (S,S)-SAM. Estos resultados
alentadores abren camino al estudio de la performance del derivado inmovilizado en la reaccién de marcacidn con 11C. Este proyecto plantea
optimizar la aplicacién de la enzima inmovilizada a la radiosintesis en un médulo automatizado de sintesis, existiendo interés clinico traslacional
en evaluar este nuevo producto. En suma, se plantea como objetivo el desarrollo de un sistema biocatalitico inmovilizado para la sintesis de [11C]
(S,S)-SAM. Asi como su caracterizacién fisicoquimica y biolédgica como potencial radiofdrmaco para el diagnéstico de CP. Finalmente, en el marco
del protocolo aprobado se agregaria un adendum para caracterizar en un grupo limitado de pacientes este nuevo agente.

Por otro lado, en los ultimos aios se ha establecido una relacién directa entre el alto grado de agresividad del CP con una mayor expresién de la
enzima monoamino oxidasa A (MAO-A) en tumores de pacientes. Desde entonces, diversos articulos cientificos emergieron como disparadores en
la propuesta de validar a la enzima MAO-A como potencial blanco terapéutico en el tratamiento del CP (13). Recientemente, articulos publicados
en revistas cientificas de alto impacto acenttdan la implicancia de MAO-A como mediadora de la tumorigénesis de la prostata y la metdstasis del
cancer (14,15). En base a estos resultados, ha sido descrita recientemente la prometedora actividad terapéutica en modelos animales de cdncer
de prostata por parte de Clorgilina, un inhibidor irreversible de MAO-A (16). Aproximadamente el noventa por ciento de las muertes debidas a
cdncer de prdstata involucran metdstasis 6seas. El articulo publicado en Cancer Cell 2017 por parte de Wu y col., describe que la enzima MAO-A
provoca una cascada de sefalizacion que simplifica el proceso por el cual las células de cancer de prdstata se diseminan hasta el hueso (17). Al
introducir lineas celulares de cdncer de préstata humano en ratones y analizar la actividad MAO-A, los investigadores descubrieron que MAO-A
en células de cdncer de prostata estimula tres proteinas para aumentar la funcién de los osteoclastos, células dseas que desempenan un papel
en la degradacion del tejido 6seo durante el crecimiento y la cicatrizacidn. En el mismo trabajo de Wu y col., la accién de Clorgilina redujo la
metdstasis y prolong6 la supervivencia en ratones. Se evidencié que Clorgilina impedia que MAO-A activara las proteinas que aumentan la
funcidn de los osteoclastos, lo que reduce la capacidad de las células de cdncer de préstata para invadir y crecer en el hueso. Por lo tanto,
estos hallazgos proporcionan una justificacion para investigar un nuevo uso de fdrmacos antidepresivos para beneficiar a los pacientes con
cdncer de préstata en etapa avanzada con signos y sintomas de metdstasis.

En base a los antecedentes mencionados anteriormente, en el trabajo de doctorado en quimica del Lic. Kevin Zirbesegger se planteé el estudio
inicial de radiotrazadores emisores de positrones para la evaluacién y posible diagnéstico de cdncer de préostata de alta agresividad
(POS_NAC_2016_1_130645 y POS_NAC y POS_NAC_2018_1_151430, Inhibidores de MAO-A marcados con carbono-11y flior-18 como potenciales
agentes de diagndstico por imdgenes PET en cdncer de préstata). En este marco se han optimizado los procesos de radiosintesis de tres
radiotrazadores: 11C-Clorgilina, 11C-Harmina y 18F-Fluoroetilharmol. Se ha concluido la evaluacién biolégico de 11C-Clorgilina en modelo
xenogrdfico de CP inducido en ratones atimicos con la linea humana LnCap, restando llevar a cabo la correspondiente a los otros dos agentes. El
presente proyecto plantea concluir los ensayos preclinicos, seleccionar el mejor candidato de este conjunto de radiotarzadores antes
mecionados para pasar a un estudio traslacional de caracterizacion en pacientes portadores de cdncer de préstata potencialmente agresivo y
realizar su comparacion frente al “gold estandar” 18F/68Ga-FPSMA.

La profundizacion en este campo podria a futuro no solo proporcionar nuevas herramientas de imagenologia molecular para estadificar con
precision el CP, sino también en el caso de los radiofdrmacos inhibidores de MAO-A, poder proponer un tratamiento farmacoldgico selectivo
mediante inhibidores del blanco molecular identificado.

Justificacion

El cdncer de prostata es el cdncer masculino mds frecuente en Uruguay. Tras el tratamiento con cirugia y/o radioterapia, casi la mitad de los
pacientes sufren una recidiva tumoral, a menudo diagnosticada por un aumento del marcador tumoral sérico Antigeno Prostdtico Especifico
(PSA) en los primeros afos tras el tratamiento primario. Sin embargo, para que la terapia de rescate tenga éxito, es necesario localizar con
precision las metdstasis para determinar el tratamiento mds adecuado. En la llamada enfermedad oligometastdsica, la terapia dirigida puede
ser curativa y evitar que la enfermedad se extienda a lugares distantes. Por lo tanto, es de suma importancia contar con una herramienta
precisa de imagen médica para localizar todas las posibles localizaciones a tratar.

Recientemente, el antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) ha ganado interés para la obtencidén de imdgenes especificas del
cancer de prostata. Debido a la sobreexpresion de PSMA tanto en el cdncer de préstata primario como en el metastdsico, los radiotrazadores

dirigidos a esta proteina han demostrado una mayor selectividad y sensibilidad en comparacién con la imagen convencional.

En la bdsqueda de nuevos agentes de imagen especificos para el cdncer de préstata se ha identificado que la Glicina N-metiltransferasa
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(GNMT), es una enzima que se ha visto sobreexpresada durante la progresidn del cdncer de préstata. La (S,S)-adenosilmetionina (isémero (S,S)
de SAM) actia como ligando natural de la GNMT y es posible llevar adelante su marcacion con 11C. Asimismo se ha observado que el cdncer de
préostata que presenta un alto grado de agresividad posee una mayor expresion de la enzima monoamino oxidasa A (MAO-A). La Clorgilina, un
inhibidor de la MAO-A pasible de ser marcada con 11C.

Estos dos trazadores 11C-(S,5)-(SAM) y 11C MAO podrian ser empleados para estratificar mejor esta poblacién de pacientes portadores de
cdncer de prostata de alto riesgo (puntaje de Gleason >7, PSA >20 ng / ml, estadio clinico T2c-3a) los cuales poseen una probabilidad aumentada
de presentar ganglios linfdticos afectados y metdstasis dseas.

El objetivo principal de este ensayo es determinar el posible rol de los estudios PET-CT con 11C-(S,S)-(SAM) y 11C MAO en la valoracién de los
pacientes portadores de cdncer de prdstata de alto riesgo en comparacion con el radiotrazador de ultima generacién como es el 18F-PSMA.
Para ello es necesario concluir algunos aspectos preclinicos de la caracterizacion bioldgica de las moléculas propuestas, para habilitar los
estudios traslacionales en pacientes.

Metodologia/Disefio del estudio

1) Sintesis enzimdtica de [11C](S,S)-SAM

La estrategia planteada para la sintesis de esta molécula se basa en la ruta biosintética natural existente en la mayoria de los organismos,
catalizada por la enzima metionina adenosil tranferasa (metK). Esta enzima es la encargada de catalizar la unién de L-metionina con ATP,
formando asi (S,5)-SAM. Como fue mencionado en los antecedentes, esta enzima fue clonada, expresada y purificada de acuerdo a reportes en la
literatura. Posteriormente, a partir de la enzima obtenida se desarrollé un biocatalizador inmovilizado en una matriz sélida, para poder contar
con él en las reacciones de marcacion.

El proceso productivo se desarrollard en dos etapas. La primera consiste en la sintesis de [11CImetionina utilizando [11CICH3I como agente
metilante y L-homocisteina tiolactona como molécula precursora. La segunda etapa se basa en el paso biocatalitico, que implica la incubacién de
[11CImetionina con ATP y la enzima (metK) como derivado inmovilizado, para que se dé la formacidn de [11C](S,S)-SAM. Todos estos pasos de
sintesis se llevardn a cabo en un médulo de sintesis automatico TRACERlab FX-C Pro (GE).

El desafio existente con esta sintesis es lograr llevarla a cabo en el tiempo requerido por estar involucrado un radionucleido PET de corto
periodo de semidesintegracion: 11C, 20 minutos. En estos casos, es de esperar, que los procesos de sintesis, purificacién y formulacion para
obtener un radiofdrmaco apto para inyectar a un paciente no superen los 40 minutos. A este tiempo se le suman otros 20 minutos para efectuar
el control de calidad. Esto significa que, habiendo pasado 3 periodos de semidesintegracién, a la hora de inyeccidn a pacientes se dispone de tan
solo el 12.5% de la actividad total de partida, sin considerar las perdidas por rendimiento intrinsecas al propio proceso. Al ser tan criticoy
acotado el tiempo disponible, la mayor dedicacién estard centrada en la ingenieria de reaccion, optimizando las condiciones necesarias para
obtener una catdlisis veloz y eficiente. En este sentido se plantea un estudio riguroso de las condiciones del medio de reaccién, optimizando los
pardmetros de la misma: temperatura, pH, concentracion de sustratos, concentracién de enzima, uso de cosolventes, tiempo de marcacion

2) Evaluacién fisicoquimica de [11C](S,S)-SAM

Dentro de las etapas del desarrollo de un nuevo radiofdrmaco, es de gran relevancia la caracterizacidn fisicoquimica del compuesto en estudio.
Esta evaluacién involucra varios ensayos que consisten en determinar diferentes pardmetros que estdn relacionados con la distribucién que
presentard el nuevo radiofdrmaco en el organismo. Por lo que, permiten predecir el comportamiento in vivo del compuesto marcado

3) Caracterizacion biolégica de [11C](S,5)-SAM mediante estudios de biodistribucion e imagenologia molecular PET/CT

Se realiza una evaluacion biomédica del compuesto obtenido con el fin de analizar distintos aspectos biolégicos como ser: su cinética de
biodistribucion, la concentracion de actividad en los distintos 6rganos y sistemas, sus vias de eliminacidn, asi como la capacidad de captacion
especifica diferencial en tejidos de interés. Se lleva a cabo mediante estudios ex vivo de biodistribucién e in vivo de imagenologia molecular
PET/CT, empleando diferentes modelos murinos. Los modelos animales de experimentacién que se emplearon se detallas a continuacion:
Ratones Nude N: NIH (S) — Foxn 1nu: para generar dos modelos tumorales xenogrdficos de CP, a partir de la inoculacién de lineas celulares de
CP humano (PC3 y LNCaP).

Ratones Swiss: como modelo control sano.

Los estudios de biodostribucion se realizaron a través de la administraciéon endovenosa del radiotrazador [11C](S,S)-SAM en 2 modelos tumorales
y el modelo control sano. Transcurridos los tiempos pre-establecidos postinyeccién, los animales son sacrificados y se extraerdn los érganos y
sistemas, asi como el tumor en los animales que corresponda. Se determinan los porcentajes de dosis/drgano para establecer el
comportamiento general: clearance sanguineo, vias de eliminacion, actividad en los 6rganos de eliminacidon (rindn, vejiga, higado, intestinos) y
actividad en excretas (orina y heces). También se determina el porcentaje de dosis/tumor y relacién T/NT (tumor/no tumor), para establecer la
especificidad del radiotrazador en estudio.

4) Comparacion del comportamiento bioldgico de [11C](S,S)-SAM frente a la mezcla escalémica y contra un radiofdrmaco de referencia para CP
Con el fin de evaluar el comportamiento bioldgico in vivo del radiofdrmaco 6pticamente puro [11C](S,S)-SAM, frente a [11CISAM como mezcla
racémica y un radiotrazador de referencia para CP, se realizard un estudio comparativo entre los mismos. Este andlisis se llevard a cabo
mediante estudios imagenoldgicos (PET/CT) a través de la administracion endovenosa de los tres radiotrazadores en instancias diferentes. Para
ello se empleardn los dos modelos tumorales antes mencionados. Finalmente, a partir de los datos obtenidos para cada radiofdrmaco, se
analizard la captacidn tumoral especifica frente al drgano tomado como referencia (mdsculo) obtenida en cada caso, y se comparardn los
resultados.

En este punto es de relevancia poder determinar, por un lado, si los estudios imagenoldgicos con el isémero puro, frente a la mezcla, radican en
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una mejor resolucidn de imagen. Y por otro, se busca dilucidar si los estudios entre [11C](S,5)-SAM y el radiotrazador de referencia, pueden
brindar informacidon diferente pero complementaria en cuanto al diagnéstico de la patologia en estudio.

5) Evaluar la utilidad de la técnica PET/CT con un radiotrazador inhibidor de MAO-A en pacientes portadores de cdncer de préstata que posean
indicacion de estudio PET/CT PSMA radiomarcado y dicho estudio sea positivo

Se realizé un estudio observacional, prospectivo, no aleatorizado, con el objetivo de comparar la captacién tumoral entre dos radiofdrmacos en
pacientes con diagndstico confirmado de cdncer de préstata. Cada paciente fue sometido a dos estud8ios PET/CT: uno con [18F]PSMA y otro con
[11CIHarmina, realizados en el mismo equipo PET para asegurar la comparabilidad. Se incluyeron 17 pacientes evaluados en el Centro Uruguayo
de Imagenologia Molecular (CUDIM).

Resultados, andlisis y discusién

El proceso de sintesis de [11C](S,S)-SAM fue optimizado.

Se llevé a cabo la caracterizacién biolégica preclinica de los radiotrazadores inhibidores de MAO-A [11C]-Harmina o [18F]-Fluoroetilharmol. Se
validaron los protocolos de produccidn y control de calidad de [11C]harmina mediante la realizacién de tres lotes pilotos. Se validaron los
protocolos de produccién y control de calidad de [11Clharmina mediante la realizacién de tres lotes piloto. Se realizaron estudios PET-TC
estdticos con [11C]harmina en dos grupos de animales inoculados con células LNCaP. Inicialmente, los estudios se realizaron con un grupo de 5
animales desde los 15 minutos después de la administracion intravenosa hasta los 60 minutos. Luego de observar que la relacion de captacion
de [11Clharmina entre el tumor y el misculo seguia aumentando, se estudié un segundo grupo de 7 animales desde los 60 minutos posteriores a
la inyeccion hasta los 90 minutos. Adicionalmente también se estudio otro 2do grupo a los cuales se les inoculé una linea celular PC3, la cual
presenta una expresion limitada del blanco molecular (MAO-A). Se pudo confirmar la especificidad de [11Clharmina por el blanco molecular.

Se realizaron estudios de biodistribucién de [11C]harmina en dos grupos de ratones nude machos con tumores xenogrdficos inducidos con células
LNCaP o PC3 (control negativo). La biodistribucién se determiné 40, 60 y 90 minutos después de la administracién intravenosa en cada grupos de
las imdagenes con ambas lineas celulares. La comparacién entre LNCaP y PC3 mostré un %ID mds bajo en el tumor PC3 a todos los tiempos. Este
comportamiento se correlaciona con la expresién limitada de MAO-A en la linea celular PC3. Ademds, la biodistribucién en los tumores LNCaP
mostré una tendencia similar a los resultados de las imdgenes PET.

Se evalud la utilidad de la técnica PET/CT con un radiotrazador inhibidor de MAO-A en pacientes portadores de cdncer de préstata que posean
indicacion de estudio PET/CT PSMA radiomarcado y dicho estudio sea positivo. Se reclutaron un total de 17 pacientes, todos con diagnéstico
confirmado de cdncer de préstata, que contaban con estudios PET/CT realizados con ambos radiofdrmacos: [18FIPSMA y [11C]Harmina. Los
estudios se realizaron en el mismo equipo por paciente (GE Discovery 690 o Discovery IQ), siguiendo los protocolos previamente establecidos en
el centro. La edad media fue de 76.0 anos (rango: 65-83 afos). El intervalo medio entre estudios fue de 47.0 dias (rango: 20—64 dias). Este
estudio prospectivo observacional explord, por primera vez, el valor del radiofdrmaco ["'C]Harmina como herramienta de caracterizacion
molecular no invasiva en pacientes con cdncer de préstata (CP), comparando su captacion con la del trazador de referencia ['?FIPSMA. Si bien el
["?FIPSMA ha demostrado una alta sensibilidad para detectar lesiones primarias y secundarias, especialmente en estadios intermedios o
avanzados del CP, su utilidad se ve limitada en ciertos subtipos tumorales desdiferenciados, donde la expresion del antigeno de membrana
especifico prostdtico puede estar disminuida o ausente. No se encontraron en la serie estudiada pacientes con captacién exclusiva de
["CIHarmina en una regidén no visualizada por ['"?F]PSMA. Este patrén podria reflejar un tumor desdiferenciado con pérdida de expresion de
PSMA pero con mantenimiento de la actividad de MAO-A. En este contexto, ['""C]Harmina permitiria detectar lesiones ocultas para el PET/CT
convencional con PSMA, abriendo la puerta a una caracterizacién mds completa del espectro bioldgico del CP. Desde el punto de vista técnico, la
distribucion fisiolégica de [""C]Harmina resultd favorable para la evaluacion de lesiones extra abdominales, mostrando captacion predominante
en higado, pdncreas, rinones y glandulas suprarrenales, con menor actividad en médula dsea, corazén, pulmén o bazo. Este perfil contrasta con
el de ["?F]PSMA, que presenta captacion fisioldgica intensa en gldndulas salivales, lacrimales, rifones y tracto urinario, lo cual puede dificultar
la deteccidn de lesiones en esas regiones.

Se llevé a cabo la evaluacidn fisicoquimica y biolégica de [11C](S,5)-SAM mediante estudios de biodistribucién. Con el fin de realizar la
caracterizacion bioldgica del radiotrazador [11C](S,5)-SAM se llevaron a cabo estudios de biodistribucion en tres grupos de ratones. Un grupo
constituido por ratones Swiss machos (grupo control) y los otros dos por ratones nude machos con tumores xenogrdficos inducidos con dos lineas
celulares: LNCaP y PC3 (modelos tumorales). Para cada grupo se establecieron los siguientes tiempos de biodistribucién post administracion
intravenosa del compuesto: 15, 45 y 90 minutos. De los resultados se desprende que el radiotrazador presenta eliminacién a través del tracto
urinario, lo que era de esperar dada su estructura quimica y los estudios reportados previamente para la mezcla escalémica. El compuesto no
presenta captacién inespecifica en otros drganos y tiene rdpida depuracion sanguinea.

Con la finalidad de comparacion el comportamiento biolégico de [11C](S,5)-SAM frente a la mezcla escalémica se realizé una evaluacion in vivo
mediante imagenologia PET-CT en modelos de tumores xenogrdficos. Los estudios imagenolégicos (PET/CT) se realizaron luego de la
administracion endovenosa de [11C](S,5)-SAM o de la mezcla escalémica. La adquisicién de imdgenes se realizé 15 minutos postinyeccion, en las
camaras hibridas para pequefios animales (Nanoscan®, Mediso). Con el fin de evaluar el comportamiento bioldgico de [11CI(S,S)-SAM frente a
[11CISAM como mezcla escalémica se realizé un estudio comparativo entre los mismos. Se emplearon ratones nude machos con tumores
xenogrdficos inducidos con células LNCaP y PC3(modelos tumorales). Se analizé la captacién tumoral especifica frente al érgano tomado como
referencia (musculo), y se compararon los resultados. Si bien los resultados obtenidos no son significativamente diferentes, se puede observar
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que la varianza en ambos casos es mayor para la mezcla escalémica que para el isémero puro. Esto se confirma para el caso del modelo de
LNCAP, utilizando la prueba de igualdad de varianzas cuyo.

Conclusiones y recomendaciones

Los resultados de biodistribucién confirman los hallazgos previos obtenidos mediante imdagenes PET y aportan evidencia adicional para
confirmar la especificidad de [11Clharmina por el blanco molecular. La evaluacién biolégica de [11Clharmina muestré un perfil muy promisorio
para ser considerado un radiofdrmaco translacional. Se planted por lo tanto el comienzo de un ensayo clinico en base a los resultados obtenidos.

El presente clinico explord el uso del radiofarmaco [""C][Harmina como herramienta de caracterizacion molecular en pacientes con cdncer de
préstata, compardndolo con el trazador estdndar ['?FIPSMA. Los resultados muestran que, si bien la captacién tumoral predominé claramente
con PSMA, [""CIHarmina permitié detectar lesiones en un subgrupo especifico de pacientes, lo que sugiere un potencial valor agregado en la
identificacién de fenotipos tumorales desdiferenciados o con coexpresién de MAO-A. Estos hallazgos respaldan la hipétesis de que ["'C]Harmina
podria ofrecer informacion complementaria para el abordaje diagnéstico y pronéstico del cdncer de préstata, especialmente en casos donde la
expresion de PSMA es limitada. La captacion diferencial observada en algunos pacientes destaca la necesidad de continuar investigando el rol
de la enzima MAO-A en la biologia tumoral prostdtica. Futuros estudios con mayor tamafo muestral, andlisis cuantitativo (SUV) y correlacion
inmunohistoquimica serdn esenciales para validar estos resultados y evaluar la utilidad clinica de [""C]Harmina como biomarcador no invasivo y
posible guia para terapias dirigidas a MAO-A.

En base a los resultados obtenidos de las biodistribuciones con los dos modelos tumorales de lineas de LNCap y PC3 se puede concluir que el
compuesto en estudio [11CI(S,5)-SAM presenta mds afinidad por la linea celular LNCaP. Esto concuerda con una mayor expresion de la enzima
GNMT en esta linea, lo cual esta reportado y pudo ser verificado por el laboratorio de cultivo celular de nuestro centro. A raiz de estos
resultados se desprende que, a futuro para poder emplear este radiofdrmaco a nivel de investigaciéon clinica se deberia seleccionar
cuidadosamente los pacientes a ser evaluados. Se deberia desarrollar un método indirecto que permita determinar la sobreexpresion de esta
enzima en las lesiones neopldsicas de los pacientes a ser estudiados. Una posibilidad seria a través de la determinacion de sarcosina en
muestras de orina de los posibles participantes, trabajo que queda planteado como perspectiva para continuar con esta linea de trabajo.

En el estudio de comparacion del compuesto estereoselectivo vs la mezcla escalémica, se comprobé que la varianza de la mezcla escalémica es
mayor que la del isémero puro. Esto indica que los valores de la mezcla escalémica estdn mads dispersos en comparacion con el isémero puro, lo
gue sugiere una mayor inconsistencia o variabilidad en los datos de la mezcla. Por otro lado, el conjunto de datos del isémero puro muestra una
varianza significativamente menor, lo que implica que sus valores estdn mds concentrados en torno a la media, reflejando una mayor estabilidad
y consistencia. Esta diferencia en la dispersidn es importante, ya que, aunque las medias no sean significativamente distintas, la estabilidad de
los grupos es considerablemente diferente.
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