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Introduccion

La medicina nuclear, una ciencia interdisciplinaria, donde se fusionan diferentes
métodos de adquisicion de imagenes y el uso de compuestos radiactivos,
“radiofarmacos”; dan como resultado imagenes que proporcionan informacion
funcional de los érganos estudiados, contribuyendo al diagndstico y tratamiento de

algunas enfermedades [1].

La biodistribucion del radiofarmaco y la acumulacién en el organismo dependera
de las caracteristicas y especificidad de éste, de una manera general la cantidad
de radiactividad presente en los diferentes tejidos puede indicar la funcionalidad

de éstos.

El 95% de los radiofdrmacos se utilizan para el diagndstico y la ['®F]flourotimidina
([*®F]FLT) no es la excepcién; al ser el analogo de la base de la timidina, la
captacion de este radiofarmaco por cualquier tejido se relaciona con la tasa de

proliferacidon celular existente en ese momento.

El isdtopo radiactivo [*®F] flGor con el que se encuentra marcada la timidina, tiene
un decaimiento por emisidon de positrones. Cuando el positréon emitido del nucleo
interacciona con un electron, da como resultado la aniquilacion de ambas
particulas y la emisiéon de dos fotones con una energia de 511 keV cada uno,
capaces de ser detectados fuera del organismo. Estos fotones son emitidos en

angulo de 180°.

La ['®F]JFLT se administra al paciente via intravenosa y se espera de 60 a 90
minutos antes de pasar al paciente a la camara PET (Positron Emission
Tomography), constituida de un arreglo cilindrico de detectores los cuales

detectaran los fotones generados en la aniquilacién.

Los datos adquiridos por la cdmara se procesan y almacenan en una computadora.
Utilizando diferentes algoritmos de reconstruccion de imagen, se genera una

1



distribucidon espacio-temporal del radiofarmaco en el paciente, obteniendo asi una
imagen metabdlica. Al acoplarse con otras técnicas de adquisicion de imagen, en
especial la tomografia computarizada se obtiene una imagen hibrida; metabdlica y

estructural del paciente [2,3].

Desde el afio 2000 la ['®F]FLT se utiliza en otros paises como Estados Unidos y
Japén, por lo que el objetivo de este trabajo es implementar en el pais la
produccién de 3 -Desoxi-3 -[*8F]fluoro-L-timidina (['®F]FLT) asi como evaluar su
funcién como radiofarmaco especifico para estudios de proliferacién celular in vivo
mediante estudios de tomografia por emisidon de positrones. Para el cumplimiento
de tal objetivo se empleo un mddulo de sintesis quimica automatizado, al igual
que un conjunto de analisis fisicoquimicos que garanticen la seguridad del

compuesto para su administracion.



Objetivos

Objetivo general.

Preparar y evaluar la calidad de 3 -Desoxi-3"-[!®F]fluoro-L-timidina ([‘®F]FLT)
como un radiofarmaco especifico para estudios de proliferacion celular in vivo

mediante estudios de tomografia por emisién de positrones.

Objetivos especificos.

1.- Adaptar la sintesis quimica de [!®F]FLT en la Unidad de control de procesos
quimicos (CPCU por sus siglas en inglés) disefiado originalmente para la sintesis

de [*8F]-Fluoro-2-Desoxi-Glucosa ([®F]FDG).

2.- Realizar las pruebas de control de calidad necesarias para garantizar la

seguridad del producto.

3.- Realizar los estudios preclinicos de ['®F]FLT en animales mediante estudios

microPET.



1.0 Radiofarmacos y Radionucleidos.

1.1 Definicion de radiofarmaco.

Un radiofarmaco es aquel compuesto cuya estructura ha sido modificada
quimicamente; al afladirle o remplazarle un atomo o un grupo funcional por un
radionucleido ademas de contar con una formulacidn adecuada para su
administracién en humanos. Se utilizan en la medicina nuclear para el diagndstico
o tratamiento de las algunas enfermedades [2,4,5]. Se caracteriza por tener dos

componentes principales:

QO Molécula de interés. Es un compuesto que determina la ruta metabdlica o tiene
un receptor especifico en ciertos érganos de interés.

QO Radionucleido o radiois6topo. Se caracteriza por su capacidad de emitir
radiaciones en el momento en el que su nucleo se transforma a otro mas
estable y contar con un tiempo de vida media caracteristico. Permite la

deteccion externa de la biodistribucién del radiofarmacos dentro del organismo.

En el caso de radiofarmacos emisores de positrones los radionucleidos mas
comunes son: °0, *N, !C y 8F. En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas

principales de los radioisdtopos antes mencionados.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los radionucleidos convencionales [6].

. Energia de los Alcance en agua
. . Tipo Vida positrones. de los positrones
Radionucleido decaimiento |21n¢1aldn|a):l (MeV) (mm)

Maxima | Promedio | Maximo | Promedio

11c B 99.8 % 20 0.959 0.326 4.1 1.1

13N B* 100 % 10 1.197 0.432 5.1 1.5

5o B 99.9 %. 2 1.738 0.696 7.3 2.5

18 BT 96.9 %
F EC. 3.1 % 110 0.633 0.202 2.4 0.6

E.C Captura electrénica, B* emisiéon de positrones.




Caracteristicas ideales de un radiofarmaco.

Q La dosis administrada del radiofarmaco debe ser minima pero facilmente
detectable, evitando la radiacion innecesaria del paciente.
QO El efecto farmacoldgico es minimo o nulo, debido a las bajas concentraciones

utilizadas (umol/L).

QO Su produccién debe de ser facil y barata.

O El radiomarcado debe presentar buenos rendimientos.

QO Su sintesis debe de llevarse a cabo entre 1 y 2 vidas medias del radionucleido
para mantener un buen rendimiento y alta actividad especifica®.[3].

O Deben de presentar nula toxicidad.

QO El radioisétopo debe localizarse en una posicion estable para evitar la

degradacion metabdlica.
O No debe de metabolizarse antes de llegar a su érgano blanco y los metabolitos

producidos deben de ser los menos posibles.

O

Deben de ser quimicamente estable.

O

Estériles, libres de pirégenos.

1.2 Tipos de radiomarcado.

Existen diferentes métodos para realizar el radiomarcado, la eleccién de la técnica
dependera principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula de

interés [4].
1.2.1 Cambio del is6topo.

La molécula de interés cuenta con un elemento no radiactivo en su estructura,
pero existen radioisotopos de éste; por medio de reacciones quimicas se remplaza

el elemento por su isétopo radiactivo; siendo el mismo tipo de atomo, pero con

! Actividad especifica. Se define como la radiactividad por unidad de masa del radionucleido o del
compuesto marcado, siendo sus unidades Bg/mol.



diferente masa. La nueva molécula es idéntica a la otra y conservan sus

propiedades quimicas y bioldgicas.
1.2.2 Introduccion de un atomo extrano.

Mediante enlaces covalentes o covalentes coordinados se modifica la estructura
quimica de una molécula con actividad bioldgica conocida. Al hacerla reaccionar
con un radioisétopo de un elemento no perteneciente a la molécula original, la

nueva molécula tendra diferentes propiedades quimicas y bioldgicas a la original.

1.2.3 Agentes quelantes bifuncionales.

Este método se utiliza principalmente para marcar macromoléculas (péptidos,
proteinas, anticuerpos monoclonales, etc.) ya que las caracteristicas quimicas de
éstas no son las necesarias para que reaccionen con el radionucleido, por lo que es
necesario utilizar un agente quelante bifuncional que tienen la caracteristica de
contar con dos sitios de reaccion, uno de ellos reaccionara con la macromolécula y
el otro sitio con el radionucleido, formando asi un puente de unidon entre la
macromolécula y la marca radiactiva. Las propiedades quimicas y bioldgicas se

pueden llegar a alterar.

1.2.4 Biosintesis.

Esta técnica permite la incorporacion del radionucleido durante el anabolismo de
los microorganismos, al afiadirle al medio de cultivo el radioisétopo. Se pueden

obtener metabolitos o la molécula de interés, por ejemplo vitaminas marcadas.

1.3 Radiofarmacos para PET.

El marcaje con radionucleidos se inici6 desde 1930 cuando surgi6 la necesidad de
estudiar y cuantificar “in vivo” las moléculas involucradas en rutas metabdlicas;

pero para lograr dicho objetivo fue necesario el desarrollo de diversas disciplinas.



Se desarrollaron aceleradores de particulas capaces de producir radioisétopos, de
los elementos mas abundantes en los seres vivos como: 'C, * N y °0, sin
embargo no existe uno isétopo para el hidrégeno, por lo que es necesario utilizar
al ['8F]fltor para remplazar a éste [7]. Una vez que se encontrd una manera
practica de generar los radionucleidos, fue necesario la creaciéon y el
perfeccionamiento de cristales inorgdanicos que fungieran como detectores. El
arreglo sistematizado de éstos dio como resultado la cdmara PET [8]. Estos
avances impulsaron a los radioquimicos para estudiar la manera de marcar nuevas
moléculas de interés bioldgico. Las aplicaciones médicas de los radionucleidos
generados son muy amplias y dependera de la molécula marcada; la tabla 2

muestra algunos usos [8,9].

Tabla 2. Usos frecuentes de los radiofarmacos.

Tiempo
adionucleido - adiofarmaco anco molecular
Radionucleid de vida Radiof4 BI lecul
(min)
metionina intesis de proteinas
[*!C]metioni Sintesis d tei
[*1C]colina Proliferacién celular
[*'c]co Volumen sanguineo
[ -0 [*'C]CO; Flujo sanguineo
[''C]acetato Metabolismo cardiaco y
cancer de prostata
['C]raclopride Deteccién de receptores
dopaminérgicos
[''CJ4cidos grasos Metabolismo cardiaco
[**N] 10 [13NINH; Perfusion cardiaca
[**0] 2 [*°0O]H,0 Flujo sanguineo
['®F]FDG Metabolismo de glucosa
[‘®F]FLT Proliferacion celular
18 Deteccidon de dafios en el
[**F] 110 [FINaF hueso
[*®F]fluoromisonidazol Hipoxia en tejido tumoral
[°F]DOPA Deteccién de receptores
dopaminérgicos




1.4 Produccion de radionucleidos emisores de positrones para uso

médico.

La produccion de radionucleidos consiste en bombardear un nucleo estable con
particulas con la finalidad de crear nucleos inestables. La irradiacion con neutrones
generalmente produce nucleos ricos en neutrones mediante la reaccion nuclear
(n,y), por lo que se requiere de un reactor y un blanco del mismo elemento
quimico que se desea producir, lo que dificulta la separacién de los iso6topos vy

disminuye la actividad especifica [10].

Si la irradiacion se hace con particulas cargadas, se emplean aceleradores de
particulas que pueden ser lineales o tipo ciclotrén. Los segundos son los mas
utilizados al tener una energia versatil y mas econdémica que los lineales [8]. Las
particulas mayormente empleadas son protones o deuterones, la reacciones
nucleares predominantes son (p,xn) 6 (p,a) generando nucleos deficientes en

neutrones.

La produccién requiere de un material denominado “blanco” el cual sera
bombardeado, las caracteristicas del blanco dependeran del tipo de radionucleido
que se producird, puede ser sdlido, liquido o gaseoso. Para su irradiacién estos
materiales deben ser contenidos en un soporte comunmente conocido como
“cuerpo del blanco”, cuya geometria y material con el que estd construido
dependera del estado fisico de material blanco a irradiar. Las principales
propiedades del soporte del blanco son: buena conductividad térmica y resistencia
mecanica, un alto punto de fusidén y estable quimicamente a la irradiacion con

particulas.

Una vez que el blanco es irradiado es necesario separar el producto de activacion
para lo cual se utilizan diferentes técnicas quimicas como: intercambio idnico,
destilaciéon seca, extraccion por disolventes, cromatografia, precipitaciéon vy

filtracion selectiva.



El acelerador de la Unidad PET/CT-Ciclotron de la Facultad de Medicina de la
UNAM, es un acelerador compacto tipo ciclotrén, el cual acelera iones negativos de
hidrégeno hasta una energia de 11 MeV y puede emplear blancos liquidos vy

gaseosos [11]. Los radionucleidos generados en la unidad son:

1.4.1 'Carbono.

Se utiliza como blanco una mezcla de nitrogeno con oxigeno entre 1-2%, la

reaccion es *N(p,a)!'C, obteniéndose ['C]CO, como producto.
1.4.2 *Nitrégeno.

Se utiliza como blanco una solucidon de agua inyectable con 5 mM de etanol, la
reaccién nuclear es °0(p,a)*N y se forma [**NJamoniaco ([**N]NH3) y un minimo

porcentaje (impurezas) de nitratos y nitritos.

1.4.3 *Oxigeno.

Se utiliza como blanco una mezcla de nitrégeno (enriquecido isotépicamente con
15N al 99%) y oxigeno al 2.5 %, la reaccién es via °N(p,n)'°O obteniéndose como
producto final [1°0]O0..

1.4.4 8FlGor molecular (*%F,).

Se utiliza como blanco oxigeno molecular enriquecido con 80 al 97%, la reaccién
nuclear es 80(p,n)!F y se obtiene fltior molecular *F, empleado en reacciones de

sustituciéon electrofilica.
1.4.5 '8Flaor iénico (*3F ).

Se utiliza como blanco agua enriquecida con oxigeno 0 al 97%, la reaccion
nuclear es 0(p,n) '®F, el producto es flior idnico el cual es utilizado en reacciones

de sustitucion nucleofilica.



1.5 ['®F]-Fluoro-2-Desoxi-Glucosa (['®F]FDG).

La [*8F]-Fluoro-2-Desoxi-Glucosa ([!®F]FDG) fue desarrollada en 1976, es uno de
los primeros radiofarmacos sintetizados y actualmente el mas utilizado en la
realizaciéon de estudios PET [12]. Es un andlogo de la glucosa en donde el grupo
hidroxilo del carbono 2 fue sustituido por el radioisétopo del flior [®F]F
(Ilustracién 1). El ['®F]FDG tiene diversas aplicaciones en diferentes areas de la

medicina, se utiliza en neurologia, cardiologia y en oncologia.
H OH H OH

H_o H o
HO HO
HO . H HO ! H

A B

Ilustracion 1. A Glucosa. B analogo de la glucosa ['8F]-Fluoro-2-Desoxi-Glucosa (['®F]FDG).

1.5.1 Produccion de ['®F]FDG.

Existen dos maneras de producir [*®F]FDG, la primera de ellas es mediante la
fluoracién nucleofilica del precursor sin embargo este método se encuentra en
desuso por los bajos rendimientos obtenidos. La segunda involucra dos reacciones
quimicas y se obtienen rendimientos mayores al 70 %., la primera de ellas es una
reaccion de sustitucién nucleofilica bimolecular (SN>) y la segunda es una hidrolisis
acida. El precursor utilizado es 1,3,4,6-tetra-O-acetil-2-0O-trifluorometanosulfonil-
2-O-manopiranosa (triflato de manosa) y se utiliza Kryptofix® (K».») como
catalizador. El producto final es purificado mediante columnas de retardacién
idnica, un cartucho de C18 y un cartucho de alumina, previo a su administracion el

producto debe de cumplir con las pruebas de calidad establecidas.
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0}
HO
K,,,/ACN

222 HCI HO H

105 °C 10 min 105 °C H H
H OAc H F  OAc H BF  OH

Triflato de manosa [18F]-fluoro-desoxi-glucosa
['®FIFDG

Ilustracion 2. Sintesis quimica de la [®F]FDG, SN,

1.5.2 Bioquimica del ['®F]FDG.

El ['F]FDG al igual que las glucosa es captada por la célula mediante
transportadores denominados GLUT'’s, una vez en el citoplasma la principal enzima
de la glucolisis (hexocinasa) fosforila al hidroxilo del carbono 6 formando la
glucosa-6-fosfato o en su caso ['®F]FDG-6-fosfato (ilustracion 3) [13]. En el
momento en que el radiofarmaco es fosforilado se queda atrapado en el
citoplasma y por la posicién del ['®F] en la molécula le impide continuar en la
glucolisis [14]. La absorcién de ['®F]FDG por las células indica la demanda
energética de éstas, por lo que sera captada por toda aquella célula que requiera

altas concentraciones de glucosa para su funcionamiento [15].

P Tejidos can demanda energética
asma — -
Radiofarmaco Metabalitos
Hexodinasa
» .
%__. Glucosa ——— Glucosa-6-P
g .
Glucosa g'=_'{ !
239
z Glucolisis
Hexocinasa
o .
5n [FIFOG ——» [“FIFDG-6-P
[FIFDG | &5 E
] . L
g ' Glucolisis

Ilustracién 3 Metabolismo de la glucosa y del ['®F]FDG
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2.0 Propiedades de la ([*®F]FLT)

3 "-Desoxi-3 " -[*®F]fluoro-L-timidina.

Los nucledtidos son derivados de las bases nitrogenadas purinas y pirimidinas, su
estructura esta ligada a un carbohidrato y al menos a un grupo fosfato. Las células
tiene la capacidad de sintetizarlos de “novo” u obtenerlos mediante el reciclaje
(salvage pathway) [16]. Los nucledtidos son imprescindibles para los organismos,
ya que se encuentran involucrados en la mayoria de los procesos bioquimicos,

cataliticos, estructurales y son las principales moléculas de informacion.

La Timidina es una de las cuatro bases que constituyen al ADN pero es la Unica
que no esta presente en el ARN; razoén por la cual su presencia en las células se
asocia directamente con la sintesis de ADN y por lo tanto a la tasa de replicacién
[17].

En los intentos de observar la proliferacion celular se han sintetizado diferentes
compuestos que contiene radionucleidos, analogos al nucleosido de la timina
(timidina) como la [*®F]fluoro-2’-Desoxiuridina [18], la [*!C]-metil-timidina [19] y
la [*'C]-timidina. Sin embargo las moléculas marcadas con [*'C]carbono tienen la
capacidad de continuar en las rutas metabdlicas por lo que las estructuras son
metabolizada rapidamente dificultando la reconstruccion de imagenes, al no existir
manera de distinguir los fotones emitidos por la aniquilaciéon de los positrones en
los metabolitos y los pertenecientes a los nucleosidos. A finales de los afos
noventa se comenzd a hablar de la 3’ -Desoxi-3 " -['®F]fluoro-L-timidina ([*®F]FLT)
como un potencial marcador de proliferacidén celular, al poseer mayores ventajas

sobre los anteriores.
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2.1 Estructura de la timidina y de la [*®F]FLT.

(o) (o)

Ilustracion 4. Derivados de la base pirimidina. A. Timidina, nucleosido presente en las células. B
[8F]FLT, analogo de la timidina donde se sustituyé el grupo hidroxilo de la posicién 3’ por un
atomo de flaor.

2.2 Biodistribucion Normal (Farmacocinética).

La administracion de la ['®F]FLT es por via intravenosa por lo cual no existe un
proceso de absorcidn, razon por la cual se requiere esperar una hora u hora y
media antes de pasar al paciente a la camara PET/CT, tiempo en el cual se da la
biodistribucién. La acumulacion de la ['®F]FLT en los érganos dependerd del estado
de salud del paciente y de ciertos aspectos bioquimicos, pero existen ciertos
6rganos donde la captacion de [®F]JFLT es normal, debido a la alta tasa de
replicacién o a su participacion en la eliminacidon. Los sitios donde es normal la
acumulacion del radiofarmaco son: la médula O6sea, el higado, el sistema
genitourinario, el bazo y en algunas ocasiones el intestino [9,17,20]. Estudios de
biodistribucién en diferentes especies muestran que existen diferencias
significativas; en perros la captacion se da principalmente en la médula dsea, nariz
y vejiga [13], mientras que en roedores la acumulaciéon de [!®F]FLT se da en
sangre, plasma, higado y rifiones [21]. La eliminacién de la [*®F]FLT en humanos
se da mediante su excrecion en orina y se metaboliza en el higado conjugandose

con el acido glucuroénico [9].
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2.3 Farmacodinamia.

La [*8F]FLT entra a la célula mediante dos tipos de transporte celular: difusidn
pasiva y difusion facilitada acoplada a canales de Na* [20], tal y como se muestra
en la ilustracion 5. Ya en el citoplasma es fosforilada en el carbono 5’ por la
enzima Timidina cinasa 1 (TK1), formando la ['®F]FLT-5'-monofosfato, el grupo
fosfato impide el retorno de la ['®F]FLT al torrente sanguineo. La posicién del
['8F]flGor impide la adicion de nuevos nucledtidos a la cadena de ADN,
funcionando como cadena terminadora, por lo que su incorporacion es limitada,
alrededor del 0.2 % comparada con el 90% de incorporacién de la [>H]timidina
[17].

/>DNA:'2-._ ........... ——— |
. Glicina BN

N®,N°-CH?-TH

SHT: dUMP: Desoxiuridin mono [*®F]FLTMO:

serinhidroximetiltransferasa fosfato [*®F]fluorotimidina mono
e e e . fosf

TK1: Timidincinasa TS: Timidinasintetasa osfato

DHFR: dTMP: Desoxitimidina mono

Dihidrofolatoreductasa fosfato

Ilustracion 5 Anabolismo de la timidina. A via de reciclaje. B sintesis de “"Novo".
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La TK1 es la enzima mas importante involucrada en la via de reciclaje de los
nucledtidos y por lo mismo responsable de la absorciéon de ['®F]FLT. En células
normales su actividad enzimatica se limita a la fase final G; y durante toda la fase
S del ciclo celular, razén por la que se considera un marcador de proliferacién
celular, pero en nuestro caso el radiofarmaco sélo indica el primer paso de la ruta
metabdlica, el transporte [18], debido a la caracteristicas de la TK1 que impiden
que la actividad detectada de [!®F]FLT en el interior celular se considere como

indicativo directo de la replicacion celular.

La actividad de la TK1 dependera de muchos factores bioguimicos asi como el tipo
de cancer diagnosticado y el tipo de terapia que el paciente esté recibiendo. La
actividad de la TK1 hacia la [*®F]FLT es tres veces menor a la que presenta hacia
la timidina, esta regulada por la cantidad ATP presente en el medio [20,22], con
altas concentraciones de ATP forma un tetramero, con bajas concentraciones de
ATP forma un dimero, la eficiencia de fosforilacidon es mayor para el primer caso
[23].

La actividad de la TK1 variara dependiendo del tipo de tumor, aumentando o
disminuyendo la captacidon de [®F]FLT. En los tumores sensibles a la [*®F]FLT la
actividad enzimatica de la TK1 puede llegar a aumentar de 3 a 4 veces, dicho
aumento se debe a mutaciones presentes en el carbonilo terminal que evitan su
degradacién. Los tumores no sensibles a la [*®F]FLT son aquellos que no presentan
dicha mutacién lo que activara la sintesis de “novo”. En la tabla 3 se muestran
diferentes tipos de tumores y su sensibilidad a la ['®F]FLT, donde se observa que

tiene mas aplicacion en neoplasias hematoldgicas y cerebrales.

15



Tabla 3. Sensibilidad a la ['®F]FLT de diferentes tipos de tumores (tabla adaptada
[18,24*,25%%,26%]).

Tipo de tumores Sensibilidad al Sensibilidad al
P [*®F]FLT-PET(%) [*®F]FDG-PET(%)
Leucemia mieloide aguda 100 NR
Sarcoma de tejido blando /hueso 100 NR
Carcinoma gastrico 100 69
Tumores cerebrales 100 NR
Glioblastomas 100 NR
Linfomas 92 100
Cancer de pulmonﬂ de células no >90+* 100
pequeias
Cancer de cabeza y cuello >90** NR
Noédulos malignos pulmonares 86-90 NR
Cancer esofagico 80* 100*
Glioma 80 100
Cancer de mama 79 NR
Noédulos pulmonares malignos 78.3 NR
Carcinoma de pancreas 71.4 NR
Nédulos linfaticos 57% 86%
Nodos metastasicos de linfoma
mediastino 53 67
Metastasis de higado originada por 34 97

cancer de colon rectal

NR datos no reportados.

La captacion de ['®F]FLT por el tejido tumoral post-quimioterapia se vera
modificada de acuerdo al tipo de medicamento administrado [18]. Cuando existe
previo tratamiento con 5-fluorouracilo (5-FU), se presenta un decremento en la
concentracién de TK1 en las primeras 24-48 horas del tratamiento, pero existe un
decremento en la captacién de ['®F]FLT ocasionado por la disminucién de ATP en
la célula [21]. Las complicaciones anteriores demuestran que la interpretacién de
las imagenes obtenidas utilizando a la [!®F]FLT debe de ser interpretadas con

cuidado.

Toxicidad.
La posible toxicidad de la [*®F]FLT estd relacionada con su estructura quimica y las
radiaciones emitidas por el radionucleido. La primera de ellas se estudid en 1980
durante la evaluacidn de la Alovudina (FLT), un nuevo medicamento para el

tratamiento del VIH. Los estudios demostraron que a dosis terapéuticas (50-417

16



ng+h/mL) administradas por un tiempo prolongado ocasiona dafio hematoldgico,
falla hepatica y en ocasiones neuropatia periférica [17,27]. La dosimetria
reportada para la ['®F]FLT muestra que los dérganos criticos son: la vejiga, el
higado, los rifiones y la médula dsea tanto para hombres como para mujeres, sin
embargo la dosis de radiacién estimada se encuentra dentro de los limites

asociado a los examenes realizados dentro de la medicina nuclear [28].

En el 2007 se evalud la posible toxicidad de la [*®F]FLT uniendo los dos factores
anteriores. El estudio demostré que no hay reacciones secundarias atribuibles a la
radiacién emitida por el radiofarmaco y tampoco se presentaron dafios como lo
hace el Alovudine; pues la masa de [!®F]FLT administrada es del orden de unos

cuantos cientos de nanogramos y los estudios son esporadicos [27].

2.4 Ventajas y desventajas de la [®F]FLT.

El uso de la [*®F]FLT presenta ciertas ventajas sobre otros radiofarmacos a pesar
de que también existen ciertos factores bioquimicos que pueden modificar la
captacion de ésta, generando las desventajas al compararse con el radiofarmaco
mas utilizado en los estudios PET, la [!®F]FDG. La principal ventaja de la ['®F]FLT
sobre su antecesor la [1'C]timidina, es el tiempo de vida media del radionucleido
con el que la estructura se encuentra marcada (tiy>= 110 min. para el '8F contra
20 min. para el ''C), lo que permite retardar el tiempo de adquisicion de imagen o
prolongarlo. Los metabolitos de la ['®F]JFLT son pocos y bien localizados, el

principal de ellos es el que permite atraparlo en el interior de la célula.

El principal problema o desventaja que presenta la ['®F]FLT frente al [!®F]FDG es
la menor captacion del radiofarmaco por las células tumorales (tabla 4), ademas
de que no todos los tumores son sensibles a ésta. No obstante el [!®F]FDG se
acumula en zonas donde se requieren altas concentraciones de glucosa como es el
caso de procesos inflamatorios (asépticos o sépticos) e infecciones bacterianas
[29], tal es el caso que en otros paises se utiliza para el diagndstico de fiebres

ocasionadas sin causa aparente [30], lo que diversifica mucho su uso provocando
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falsos positivos cuando se emplea para el diagndstico de procesos tumorales. En
cuanto a la [*®F]FLT puede diferenciar un proceso tumoral de un proceso

inflamatorio o una infeccidén bacteriana [31].

Tabla 4 Captacién de [F]FLT y [8F]FDG en ratones con diferentes tumores inducidos.

Modelo tumoral
Tejido Inoculacién de células RIF-1[*'] Inocu(l:?ﬁilé?glc:ﬁr::‘il)ulas 6
[**FIFLT ['*FIFDG [**FIFLT ['*FIFDG
[%ID/g] [%ID/g] Suv Suv
Tumor 5.7 £ 0.8 6.1£0.9 1.14£0.62 |  2.35+0.72
Sangre 3.1+0.6 0.4+0.1 0.31£0.15 = 0.31+0.09
Plasma 3.3+0.7 0.4+0.1 0.31+015 0.43+0.17
Higado 3.2 £0.8 0.9+0.1 0.39+0.20 = 0.51%0.11
Rifiones 8.3 £ 1.4 2.3+0.6 1.19+0.49 = 1.89%0.43
Pulmén 3.9+ 0.5 4.240.5 0.34£0.19  1.15%0.26
Cerebro 0.6%0.1 8.1%0.2 0.04£0.02 = 1.45+0.33
Orina 454.4 +£58.2 307.8+23.7 16.3£12.4  9.042.0
Médula 6sea 0.7 £0.1 5.7+0.3 6.67+2.53 1.55+0.41
Bazo 7.0£2.3 2.5£0.1 1.16+0.63 = 1.64+0.42
Corazon 2.9+0.6 44.0+8.9 0.26£0.15 = 5.84£3.29
rpfgfr‘jé‘)’ 2.7+0.6 5.3+0.8 0.29£0.09  0.18+0.06
Hueso (pierna) 4.5+ 1.3 3.0+1.1 1.18+0.67 | 0.35+0.11
Intestino 8.11.8 2.240.3 1.2840.58 = 1.1£0.23
delgado |

SUV. Valor estandarizado de la captacion del radiofarmaco (Standardized Uptake Values).

La [!®F]FLT se puede utilizar durante el seguimiento de radioterapia sin la
necesidad de esperar seis semanas para poder realizar la tomografia PET/CT,
tiempo requerido si el estudio se realiza con [!®F]FDG; lo que disminuye la
irradiacién innecesaria de los pacientes en aquellos casos donde la respuesta al
tratamiento no sea satisfactoria. Otra ventaja sobre el [!®F]FDG es la disminucién
del fondo en las tomografias cerebrales ya que la [*®F]FLT no es captada en el
cerebro a menos que exista un dafo en él. Cuando los estudios se realizan con

18



[18F]FDG la interpretacion de los resultados se ve afectada por el alto fondo
observado, debido al alto consumo de glucosa por el cerebro y ser uno de los

organos con mayor captacion del radiofarmaco.

A pesar de las ventajas con las que cuenta la [*®F]FLT sobre el [*®F]FDG el hecho
de que su sensibilidad para detectar procesos tumorales dependa del tipo de
tumor provocando falsos negativos y aunado al hecho que el [!®F]FDG puede
originar falsos positivos, lo mas recomendable es el utilizar en conjunto los dos
radiofdrmacos, obteniendo asi un mejor diagndstico [25]. A pesar de las grandes
expectativas que se tenian con la [!®F]FLT este radiofarmaco dificilmente llegard a
remplazar al [*®F]FDG.

2.5 Aplicaciones de la ['3F]FLT.

Como ya se menciond anteriormente las principales aplicaciones de la [*®F]FLT son
en el diagndstico de: tumores cerebrales, cancer de pulmoén, cancer de mama,
gliomas, linfomas, entre otros desdrdenes hematoldgicos cuyo diagndstico se
puede confundir con otros problemas hematoldgicos. Estos trastornos son displasia
mieloide, trastornos mieloproliferativos crénicos, mielofibrosis y mieloma multiple.
Al ser problemas de la médula o6sea la captacién del radiofarmaco se vera
incrementada y apareceran nuevas zonas de captacidn como son las extremidades
y dérganos involucrados en el metabolismo de las células sanguineas (higado vy el
vaso) [32]. Dentro de este rubro, se administra para verificar la eficacia de la
qguimioterapia administrada a los pacientes con leucemia mieloide aguda antes del

trasplante de médula ésea.

También puede ser utilizada en proyectos de investigacion basica, al medir el
incremento de la proliferacién celular en musculos y tendones ocasionada por
ejercicio en ratas [33], ademas se puede monitorear la actividad de inhibidores de
la timidinasintetasa (TS, enzima clave en la sintesis de novo), al disminuir la
actividad enzimatica de la TS aumenta la captacion del radiofarmaco por la células
[25].
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2.6 Monografia del prOdUCtO [5,34,35,36]"

Fluorotimidina F 18, Inyeccion

Ilustracién 6. 3 -Desoxi-3 " -[!8F]fluoro-L-timidina
Definicion.
La [18F]Fluorotimidina es una solucidn etandlica estéril, adecuada para
administracion intravenosa, de 3’ -Desoxi-3 -[!®F]fluoro-L-timidina, en la cual
una porcién de las moléculas estdn marcadas con *®F radiactivo. Contiene no
menos del 90,0 por ciento y no mas de 110,0 por ciento de la cantidad

(actividad) declarada a la hora indicada en el etiquetado.
Caracteristicas
Apariencia. Es un liquido trasparente, incoloro, libre de particulas suspendidas.

Tiempo de vida media. 110 min, con un decaimiento por emisién de positrones
con una energia maxima de 0.633 MeV seguida por la aniquilacion y emision de

dos fotones con una energia de 0.511 MeV.
Actividad especifica: sin agregado de portador isotépico.

Envasado y almacenamiento: conservar en envases monodosis o multidosis

debidamente blindados

Estandares de referencia: 3’-Desoxi-3’-fluorotimidina, Aldrich No Catalogo
361275.
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Identificacion:

A: Su vida media, determinada con el empleo de un sistema detector apropiado, es
de 105 a 115 minutos.

B: El tiempo de retencidén obtenido para la [F-18] fluorotimidina en el cromatograma
de la solucion de prueba corresponde al tiempo de retencion obtenido en el

cromatograma de la solucidn estandar.
Pruebas de control de calidad.
pH: entre 4.5-7.5.

Endotoxinas bacterianas. No contiene mas de 175/V Unidades de Endotoxinas (UE)

por mL, en donde V es el volumen total de la produccién, en mL.

Pureza quimica. Esta seccién se refiere a las impurezas potencialmente asociadas al

método de sintesis del producto.

Limite de aminopoliéter (Kryptofix®). Examinar mediante cromatografia en capa
fina, utilizando silica gel como fase estacionaria. El tamafio y la intensidad de la
mancha obtenida a partir de la solucion de prueba no excede el tamano y la

intensidad de la mancha obtenida a partir de la solucién estandar de Kryptofix de 50

Mg/mL.

Disolventes residuales. La concentracion de acetonitrilo y DMSO en la solucién de

prueba no excede las 400 ppm, ni las 5000 ppm respectivamente.

Pureza radionucléidica. Con un espectrémetro de rayos gamma adecuado obtener
un espectro gamma, donde las emisiones observadas corresponden a un soélo fotopico
de 0.511 MeV.

Pureza radioquimica. Evaluada mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia. Donde el valor del tiempo de retencién de la ['®F]FLT (determinado
mediante un detector de radioactividad) se corresponde con el valor de la solucidon
estdndar de FLT. La radioactividad de la ['®F]FLT no es menor al 90% de la

radioactividad total.

Integridad del filtro. Resiste hasta 50 psi de presién.
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3.0 Produccidon de [*®F]FLT.

La produccidén de ['8F]FLT involucra diferentes etapas, iniciando por la obtencién
del radionucleido, seguida por una serie de reacciones quimicas y finalizando con
la adecuacion del producto para su uso en humanos. Al tratarse de un compuesto
radiactivo es necesario el uso de equipos automatizados y blindados para evitar la

exposicion del personal.

Produccién de [*®F]fluoruro.

El anién ['®F]flGor se genera por la irradiaciéon con protones de agua enriquecida
con oxigeno-18 (['®0]H,0) al 97 %, mediante la reaccién nuclear ¥0(p,n)*®F, en
el acelerador de particulas de 11 MeV tipo Ciclotréon RDS-111 de la unidad PET/CT-
Ciclotrén de la Facultad de Medicina. Dicho equipo tiene la posibilidad de utilizar
dos diferentes cuerpos de blancos para contener el agua a irradiar. El primero de
ellos esta fabricado de tantalio con un volumen de 2.4 mL, las propiedades de
tantalio permiten obtener mayor eficiencia durante la produccién del [®F]F vy
disminuir la cantidad de impurezas radionucléidicas generadas. El segundo blanco
es de plata con un volumen de 1.2 mL, la plata genera una mayor cantidad de
impurezas quimicas y radionucléidicas, las cuales disminuyen la eficiencia de las
reacciones quimicas consecutivas. En la produccion de ['®F]FLT el precursor

utilizado puede reaccionar de diversas maneras con el [*®F]F producido.
3.2 Tipos de reacciones entre el precursor y el aniéon 2F-Fluoruro.

Los halogenuros de alquilo (alqguenos con un haldgeno como sustituyente),
presentan un enlace polar, donde la carga parcial negativa se localiza en el
halégeno mientras el atomo de carbono se encuentra con una deficiencia de
electrones (un electroéfilo); el precursor utilizado en la reaccién ha sido modificado
de tal manera que en la posicion 3’ del precursor presenta el sustituyente p-nitro-

fenilsulfonilo (Nosil), proporcionando caracteristicas similares a la de un
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halogenuro de alquilo. La reactividad quimica de estos compuestos radica en
reacciones idnicas con nucledfilos y bases; sin embargo, existen dos posibilidades
en la que pueden reaccionar: el nucledfilo sustituye al grupo saliente X o el grupo

saliente se elimina como XH formando un alqueno [37].
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Ilustraciéon 7 Posibles reacciones del precursor con el [18F] Fluoruro, SN, (parte superior) o E,
(parte inferior).

3.2.1 Reacciodn de sustitucion nucleofilica bimolecular (SN>).

Las sustituciones nucleofilicas estan descritas principalmente por la velocidad de
reaccién. La SN, al ser una reaccidn concertada, donde se remplaza un grupo
funcional por otro; la velocidad depende de la concentracién de los reactivos, en
este caso [18F]F_ y el Pre-FLT, presentando asi una cinética de segundo orden,

donde la velocidad de reaccion esta dada por la ecuacién (1) [37].

velocidad de reaccion = k[[*®F]F~] = [Pre'®F — FLT] ecuacién (1)
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Sin embargo existen otras variables determinantes en una reaccién SN; incluyendo
el impedimento estérico del sustrato, la nucleofilicidad del sustituyente, el medio
de reaccién utilizado (el disolvente) y el grupo saliente. Otra caracteristica
importante es la inversidn de la configuracidon si se trata de un carbono quiral
[37,38,39].

(0] 0
\N/ O\ /O
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\N/
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(0] r 157 R
OxO — +
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/\‘._ O=—S=—=0
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OCH3 — —

F
o
Estado de Transicién
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R /K DMTr. HO{—{ )~OCHs Boc = --o)H<
N (0]
N J

(0]
Ilustracion 8. Mecanismo de reaccion SN, para la formacion de Dimetoxitritil-

butoxicarbonil[*®F]FLT.

3.2.2 Reaccion de eliminacion bimolecular (E>).

Al igual que la reaccién SN, la reaccidon de eliminacién bimolecular (E,) presenta
una cinética de segundo orden. En una reaccién E, se requiere que el sustrato
tenga un hidrégeno en la posicidon B (un hidrégeno enlazado al carbono adyacente
del &tomo que posee el halégeno o el grupo saliente), y una geometria periplanar.
El nucledfilo sustrae al hidrégeno rompiendo el enlace H-C, dando paso a la
formaciéon de un doble enlace C=C, mientras el grupo saliente se lleva el par de

electrones compartidos [37,38,39].
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DMTr: HOF—( )-OCH; ~ Boc= "O\ﬂ)<
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DMTrO

NBoc
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+ H['F]

llustracién 9. Mecanismo de reaccién E, para la formacién de Dimetoxitritil-butoxicarbonil [2’,3-

3.2.3 SN2 Vs E,.

didehidro-3’-desoxi-timidina.

Las reacciones SN, y E, comparten muchas caracteristicas, por lo cual la

probabilidad de que se presenten simultdneamente es alta; las proporciones

generadas de cada uno de estas dependeran del medio de reacciéon asi como de

los reactivos. La tabla 5 indica algunos de los pardmetros a considerar y el tipo de

reaccion a la cual favorecen.

Tabla 5. Parametros involucrados en la reaccion SN, y E,

Parametros Reaccion

solvaten al anidn

SNz EZ
Grado de sustitucion
del carbono del Primario y secundario Terciario
sustrato
Temperatura Bajas Altas
Disolvente Apolar, que no Disolvente poco polar

Nucleofilo o base

Alta nucleofilicidad

Bases fuertes
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3.3 Moédulo de sintesis empleado en la produccién de [*2F]FLT.

El mdédulo de sintesis CPCU (Unidad de Control de Procesos Quimicos), fue
disefiado originalmente para la produccién automatizada de [!®F]FDG. Los dos
constituyentes principales son: el modulo de produccién (ilustracion 10) y el
programa que controla los parametros de la sintesis quimica (ilustracién 11). Al
tratarse de un equipo semiautomatico es posible modificar ciertos parametros del
modulo de produccién, facilitando la sintesis de otros radiofarmacos diferentes al
['®F]FDG, como la ['®F]FLT 6 4-['®F]fluorbenzaldehido ([*®F]FB-CHO).

Ilustracion 10 Composicion de fotografias del CPCU. A) Vista frontal con la cubierta donde se
colocan los reactivos. B) Vista frontal sin cubierta se observan los bafos de aceite. C) Vista
lateral donde se puede colocar columnas de purificacion. D) Vaso de reaccion montado en el
elevador.

El mdédulo de produccion es un prisma de aluminio de 45 cm x 45 cm x 28 cm, en
su interior se localizan dos bafos de aceite y dos vasos de reaccién montados

sobre elevadores. El vaso de reaccion puede tener diferentes alturas en el médulo,
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éstas dependeran del tipo de procedimiento a realizar y del tiempo que se

accionen las diferentes modalidades del elevador, siendo estas:

e Adicidon de los reactivos.

Los viales son sellados con tapas de butilo y sobre tapas de aluminio, cuentan con
dos lineas, una de inyeccidon de nitrogeno y otra de trasferencia. Cuando se desea
adicionar los reactivos el elevador situa al vaso de reaccién a una altura
intermedia, mientras se abre la valvula de suministro de nitrégeno del vial que
contenga el reactivo a adicionar; provocando la presurizacion de éste, por

diferencia de presion se lleva a cabo la adicién del reactivo.

El volumen de reactivo adicionado dependera del tiempo que se mantenga la

valvula abierta de nitrogeno.

e Evaporacion o temperatura de reaccion.

El vaso de reaccién se ubica dentro del bafio de aceite, dependiendo la porcidon
sumergia del vaso es la temperatura que alcanza en el interior. Si se requiere altas
temperaturas el vaso se sumerge casi en su totalidad favoreciendo la evaporacion
de los disolventes utilizados. En caso de que sélo se desee aumentar la
temperatura de reaccibn se sumergirda mas o menos dependiendo de la

temperatura deseada.

e Transferencia del producto.
El elevador se sube hasta el tope, en esta posicién el vaso de reaccidn se sella al
chocar con el tapon de silicdn; en este momento se accionan las valvulas de
nitrogeno, la presién del gas obliga al liquido a salir por la linea de descarga la
cual llega hasta el fondo del vial. Los procesos anteriores se manejan desde una

computadora a través de una pantalla de control (ilustracion 11).
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esoel #2 Selllp

Ilustracion 11. Pantalla de control del médulo CPCU.

Para visualizar la sintesis y verificar que los pasos anteriores se realizaron
adecuadamente, se utilizan dos cdmaras de video. Una de ellas se encuentra en el
interior del prisma, proporcionando informacidon de las operaciones (trasferencia
del ['®F]F" evaporaciones y adicién de reactivos) ocurridas en el vaso de reaccion.
La segunda camara se ubica en el exterior del prisma, en esta posicion se
observan las lineas de adicidon de reactivos y la linea de salida del radiofarmaco. A

continuacion se muestra un diagrama esquematico de los componentes del CPCU
(ilustracién 12).
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Ilustracion 12 Diagrama esquematico del CPCU

Componentes del CPCU:

v kN

Dos bafos de aceite.

Dos vasos de reaccion.

Lineas de transferencia.

Suministro de Nitrégeno.

Tapones de silicon con lineas de

adicion.

6. Viales de vidrio de 5 mL.

Elevadores.

8. Roscas de plastico (O-ring).
9. Termopares.

10. Flujometro.

11. Ventilador.

12. Trampa de carbdn activado.
13. Resistencia

14.Camara de video interna.

15.Camara de video externa.
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3.4 Procedimientos involucrados en la sintesis de ['®F]FLT.

La produccidén de ['®F] FLT, es un proceso de multiples pasos, tres de éstos son

reacciones quimicas:

1. Sustitucion nucleofilica bimolecular (Sy2), mediante la cual se desplaza el
grupo Nosilato (ONs) del Pre-FLT (3-N-Boc-5'-O-dimetoxitritil-3'-O-nosil-
timidina) por el anién [*®F]Fluoruro.

2. Hidrdlisis acida de los grupos protectores Dimetoxitriti (DMTrO) y del
Butoxicarbonil (BOC).

3. Reaccion de neutralizacion del medio.

3.4.1 Paso 1. Separacion y eluciéon del [*®F]Fluoruro.

El i6n [*8F]fluoruro es separado del agua enriquecida con 20, mediante el uso de
cartuchos de intercambio idnico, se utilizaron cartuchos de aminas cuaternarias
(QMA) activados con bicarbonato de sodio 1 M. El ['®F]fluoruro es eluido del
cartucho con la solucidén de Kryptofix/carbonato de potasio(25 gm/5.5 mgmL) €n 95%
acetonitrilo); la funcién del K2.2.2 es solubilizar el ['®F]KF en el solvente organico
para poder ser trasferido al vaso de reaccion [40], asi como disminuir la fuerza de
union entre el potasio y el fllor evitando la formacion de un enlace irreversible
[41].

T8F]F KyC03/Kpzz — — ——25 (K /Kp22)* /[18F]F-
[ ] (acuoso)+ 2 3/ 2.2.2 —)( / 2.2.2) /[ ] (acuoso)

3.4.2 Paso 2. Eliminacion del agua del medio de reaccion.

Es necesario eliminar cualquier traza de agua del medio de reaccion. Debido a que
el ion fluoruro es reactivo Unicamente en medios no acuosos y mas nucleofilico. La
minima cantidad de agua en el vaso de reaccion puede solvatar al anién

disminuyendo el rendimiento de la reaccion. Por lo que se realiza una destilacién
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azeotropica con acetonitrilo anhidro. La temperatura no puede elevarse a mas de

115 °C, o el complejo K/K».-, ['®F]F puede descomponerse [40,41].

Destilacion

(K/K2.2.2)+/[18 F]F_(acuoso) - (K/K2.2.2)+/[18 F]F_(anhidro)

3.4.3 Paso 3 [!8F]Fluoracioén, sustitucion nucleofilica (SN>).

El tercer paso involucra la primera reaccién quimica, donde se desplaza el grupo
nosilato de la posiciéon 3 de la timidina por el anién [‘®F]fluoruro, rompiendo el
enlace carbono-oxigeno y formando un nuevo enlace carbono-flior. Un porcentaje
del precursor puede sufrir una reaccion de eliminacion en lugar de la reaccion de

sustitucion nucleofilica [42].

Terminando el tiempo de reaccién, se realiza una ultima evaporacién del medio de
reacciéon, sin embargo el precursor fue disuelto en DMSO y acetonitrilo, por lo que
al final de la evaporacién el intermediario se encuentra disuelto en DMSO, el tener

un volumen residual aumenta el rendimiento de la reaccién [43].

A
(K/K322)*/[*® FIF™ (anhiaroy + Precursor FLT — — — BOC,DMTr — Pre — FLT

3.4.4 Paso 4 Hidrolisis acida.

La segunda de las reacciones quimicas se realiza con HCl 1 N, con la finalidad de

remover los dos grupos protectores restantes del precursor, el DMTr y el BOC.

HCl Hidrolisis
BOC,DMTr — Pre — FLT ——— [*8F|FLT 140
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3.4.5 Paso 5 Neutralizacion del medio de reaccion.

La dltima reaccidon quimica es la adicion de acetato de sodio 2 M, con la finalidad
de aumentar el pH del medio de reaccidn, para evitar problemas en la columna de

purificaciéon e ir ajustando el pH del producto para su administracion.

A
HCl+ CH,C00~Na* — — > NaCl + CH;COOH

3.4.6 Paso 6 Preparacion para la purificacion.

El producto antes de ser purificado es transferido del mdédulo CPCU a la celda
caliente, en donde es pre-purificado con un cartucho de Alumina light, el cual
atrapa a los iones ['®F]F que no reaccionaron. El producto es filtrado con una
membrana de 0.22 um, la cual retiene particulas que puedan tapar la columna de
purificacion.

Es necesario adicionar aproximadamente 2.5 mL de etanol al 7%, los cuales
remueven la mayor cantidad del producto del vaso de reaccion y de las lineas de
transferencia. El incremento de volumen permite diluir el DMSO utilizado; Ila
dilucién del solvente organico previene que el producto se eluya simultaneamente
con el solvente, mas una dilucién excesiva disminuye la resolucion del

cromatograma incrementando el volumen total del producto purificado.

3.4.7 Paso 7 Purificacion quimica.
La purificacion se realiza mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC) en una columna preparativa de fase reversa YMC-Pack Pro C18, con un
método isocratico empleando una fase moévil de etanol al 7 % y un flujo de 5
mL/min, acoplada a dos detectores, uno de U.V. y el otro a un detector de
radiacion [NaI(TI)]. El tiempo de retencidon donde se recolecta el producto es de 18
min aproximadamente y se observa con el detector de radiacién [44].

Purificaciéon HPLC

[18F]FLTcrudo - [18F]FLT
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3.1.8 Paso 8 Obtencion del producto inyectable.

La fraccion eluida del producto debe de adecuarse para su administracion,
dependiendo del volumen obtenido se mezcla con una relacién 400 uL de soluciéon
salina (23.4%) concentrada por cada 10 mL del producto. La mezcla total es
esterilizada por filtracién con una membrana de 0.22 um. Antes de administrar el

producto se realizan las pruebas de calidad pertinentes.
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4.0 Control de calidad de Ilos
radiofarmacos.

Se puede definir “Control de Calidad”, como el conjunto de operaciones que
permiten comprobar que el medicamento producido cumple con las
especificaciones establecidas y requeridas para el consumo humano. Dichas
operaciones involucran la verificaciéon de las materias primas necesarias en la

elaboracion del medicamento hasta la liberacion de éste para su uso en pacientes.

Los radiofarmacos al tener caracteristicas diferentes a la mayoria de los
medicamentos, es indispensable que cumplan con las pruebas de control de
calidad establecidas para farmacos convencionales y las establecidas para
compuestos radiactivos. La finalidad de estas pruebas es garantizar la identidad, la
pureza, y disminuir el riesgo bioldgico. Las pruebas de control de calidad se
pueden dividir en dos grupos: Pruebas fisicoquimicas y pruebas bioldgicas. Las
pruebas fisicoquimicas involucran la determinacién de la pureza radionucleidica, la
pureza radioquimica, la pureza quimica, el pH y el aspecto fisico; mientras que las
pruebas bioldgicas incluyen la prueba de esterilidad y la determinacién de
endotoxinas bacterianas [4, 5, 34, 35, 36].

4.1 Pruebas Fisicoquimicas. (Pureza e integridad).
4.1.1 Inspeccion visual.

Estas pruebas son las mas importantes y rapidas de realizar y es donde se define
si se continlan con el resto de las pruebas o se rechaza. El producto debe ser
incoloro y libre de particulas, si se detecta algun cambio en la apariencia fisica
puede indicar un cambio en el radiofdrmaco y por lo tanto en la biodistribucién. Se

realiza a través del un vidrio plomado o a través de un espejo.
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4.1.2 Medicion de pH.

El intervalo de pH permitido en los radiofarmacos es amplio (pH 4-8), sin embargo
el pH ideal es 7.4, al tratarse de radiofarmacos de administracién intravenosa. La
tolerancia respecto al pH se debe a que el volumen administrado es pequefio y la

sangre cuenta con una gran capacidad amortiguadora.

4.1.3 Pureza radioquimica.

La pureza radioquimica es la determinacion del porcentaje de la actividad presente
en el radiofarmaco en la forma quimica deseada, las impurezas quimicas marcadas
o el radionucleido libre, que no se integré a la molécula. Estas impurezas se
pueden generar por cambios durante la reaccidn como: la temperatura, el pH, el
tiempo de reaccidn etc.; o durante el almacenamiento por la presencia de agentes
oxidantes o reductores y la radidlisis del medio. Las impurezas quimicas degradan
la calidad de imagen al incrementarse la cantidad de material circulante en los

tejidos y en la sangre; incrementandose la radiacion recibida por el paciente.

4.1.4 Pureza radionucleidica.

Durante la produccién del radionucleido se pueden generar diferentes
radioisétopos, por lo cual es necesario cuantificar e identificar estos
contaminantes; se realiza mediante la evaluacion del tipo de energia emitida y el
tiempo de vida media. Las impurezas radionucleidicas pueden ocasionar errores en
la cantidad de actividad administrada y/o en el diagndstico ademas de aumentar la

radiacion absorbida.

4.1.5 Determinacion de la vida media.

El tiempo de vida media es una caracteristica intrinseca de los radionucleidos, por
lo cual la determinacién de ésta permite identificarlos con un 100% de
confiabilidad. Es una manera de garantizar que el radiofarmaco se encuentra

marcado con el isétopo deseado.
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4.1.6 Pureza quimica.

Los contaminantes quimicos presentes en el radiofarmaco pueden ser introducidos
antes, durante y después de la sintesis; algunos de ellos son téxicos, otros pueden
modificar las propiedades fisicoguimicas y/o bioldgicas del producto; por lo cual es
importante revisar que ninguno de ellos se encuentre fuera de los limites

permisibles.

4.1.6.1 Disolventes residuales.

En la sintesis de los radiofarmacos se utilizan disolventes organicos pues la
mayoria de los precursores son moléculas sensibles al agua y al oxigeno. Es
necesario verificar por cromatografia de gases (CG) que ninguno de ellos se
encuentre fuera de los limites establecidos, los cuales son establecidos de acuerdo
a la toxicidad [45].

4.1.6.2 Deteccion del aminopolieter.

En las sintesis donde se emplea [*®F] fluoruro como radionucleido, se utiliza una
fase movil compuesta por un aminopolieter, el cual facilita la reaccién con el
precursor sin embargo es toxico [LDsg en ratas= 35 mg/kgl, [46]. La técnica que nos
permite detectar su presencia es la cromatografia en capa fina, utilizando como

revelador yodo.

4.2 Pruebas bioldgicas.

Antes de que el producto sea administrado es necesario garantizar la esterilidad y
la apirogenicidad de éste. La filtracién del radiofarmaco a través de una membrana
de 0.22 um, es el método mas utilizado cuando se trata de radiofarmacos de vida

media corta y termosensibles.
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4.2.1 Prueba de la burbuja.

Los métodos empleados en la determinacion de la esterilidad en los medicamentos
convencionales, requieren de aproximadamente dos semanas para incubar el
producto en medios de cultivo, lo cual es impractico para radiofarmacos con vida
media corta. La manera mas rapida y sencilla de confirmar la esterilidad, es
comprobando la integridad de la membrana por la cual se filtré el radiofarmaco; al

hacerle pasar aire a una presion de 40-50 psi.

4.2.2 Cuantificacion de endotoxinas bacterianas.

Las endotoxinas bacterianas conocidas como pirdgenos son glicoproteinas,
productos del metabolismo bacteriano, sus dimensiones oscilan entre 0.05 - 1 um,
se caracterizan por ser solubles y termoresistentes. Su presencia en el producto
genera diversos sintomas (fiebre, dolor de cabeza, malestar, escalofrios, etc.),

esta reaccion se presenta entre los 30 min y 2 horas después de la inyeccidn.

(4

Existen dos metodologias aceptadas para la determinacién de pirdgenos: “in vitro’
e “in vivo”. La primera de ellas se utiliza el lisado de amebocitos procedentes del
cangrejo Lymulus polyphenus (aproximadamente 15-60 min); y la segunda se
realiza con conejos, el tiempo que requiere la prueba es de 4 horas
aproximadamente ademas de instalaciones especiales para el mantenimiento de

los animales.
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5.0 Desarrollo experimental.

Los procedimientos utilizados durante la produccién de la ['®F]FLT se explicaron
detalladamente en el seccién 3.4, a continuacién sdlo se especificaran los insumos

requeridos durante la produccion.
5.1 Produccion de la [*3F] FLT.

5.1.1 Reactivos.

Agua enriquecida al 97 % con ['®0Joxigeno, bicarbonato de sodio Sigma-Aldrich
236527, carbonato de potasio Sigma-Aldrich 367877, K. Sigma-Aldrich 291110,
acetonitrilo anhidro Sigma-Aldrich 291110, agua desionizada Milli-Q 18mQ-cm,
precursor de ['®F]FLT (3-N-Boc-5'-O-dimetoxitritil-3'-O-nosil-timidina) ABX 1240,
DMSO Sigma-Aldrich 276855, HCI 1. M Aldrich 318949, acetato de sodio Sigma-
Aldrich S2889, solucién salina concentrada al 23.4% estérii ABBOTT
LABORATORIES, etanol absoluto NF/USP Tecsiquim EF1555-5; nitrégeno ultra alta
pureza (99.999 %).

5.1.2 Materiales.

Cuerpo del blanco de tantalio o plata, cartucho Sep-Pak QMA waters, viales de
vidrio de 5 mL, tapones de butilo ranurados de 20 mm, anillos de aluminio de 20
mm, viales de vidrio de 30 mL estériles y libres de pirdogenos, filtro de
esterilizaciéon de 0.22 um Millex-GS, 25 mm de diametro Millipore, filtro de venteo
de 0.22 um Millex-GV4 4 mm de diametro, agujas de 18Gx 38 mm, agujas
22Gx32 mm, jeringas de 1, 3, 5, 10 mL y 20 mL plastipack, tubos de plastico
estériles de 50 mL, vaso de reaccion de vidrio, tapones de silicon horadado con 6
lineas, cartucho Sep-Pak de alumina light Waters, pre-columna de YMC-Pack Pro
C18 HPLC.
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5.1.3 Condiciones de los equipos.

5.1.3.1 Moédulo de sintesis CPCU.

Tabla 6 Duracion de los diferentes procedimientos en el equipo de sintesis.

Parametros de la sintesis.

Tiempo de la primera evaporacion: 150 s
Tiempo segunda evaporacion: 240 s
Tiempo del primer enfriamiento: 120 s
Primer tiempo de reaccién: 200 s
Segundo tiempo de reaccion: 200 s
Tercer tiempo de reaccién: 200 s
Tiempo de la ultima evaporacion: 10 s
Tiempo del segundo enfriamiento: 40 s
Tiempo de la primera hidrdlisis: 100 s
Tiempo de la segunda hidrdlisis: 100 s
Tiempo de la tercera hidrolisis : 100 s
La _transferencia del producto se 180 s
realiza manualmente.

Tabla 7. Posicion del vaso de reaccion dentro del bafio de aceite en funciéon de la posicion del
elevador.

Posicion del elevador
Primera evaporacion (desde arriba): 15 s
Subsecuentes evaporaciones (desde arriba): 15 s
Reaccion (desde arriba): 12 s
Hidrolisis (desde arriba): 12 s
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Tabla 8 Volumen de los reactivos y posicion en el médulo.

Vial

Reactivo

1.5 mL de la solucién K3 3 ,-K,CO3 (25 mg/mi/5.5 mg/mL) €n 95% CH3;CN)
2
o

1.5 0 1 mL de la solucion K2_2_2'K2CO3 (53 mg/m|j1-4 mag/mL) €N 95%

CH3CN)

2.0 mL CHCN

10 0 20 mg de precursor en 1.7 mL CH5CN + 0.3 mL DMSO

0.5 mL 1M HCl

2 mL 2M NaAc

a u ~r WN

2.0 mL Etanol 7 %/(Fase movil del HPLC)

5.1.3.2 Cromatografo de liquidos.

La purificacién del producto se realiza mediante cromatografia de liquidos de alta

eficiencia empleando una columna de fase reversa.

Tabla 9 Condiciones del cromatografo de liquidos durante la purificacién del producto.

Parametro Especificaciones
Largo: 250 mm. Didmetro interno: 10 mm
Columna YMC-Pack Pro C18. Tamafio de particula 10 pm y tamano del poro 12
nm
Temperatura Ambiente
Fase movil Etanol 7 %
__________________________ FIUJO 5.0 mL/min
Detectores U.V a 267 nm, Radiacion NalI[TI]
Tiempo de corrida 30 min.
Tiempo de retencion del 18-20 min
______________________ producto
Volumen de inyeccion Variable, siendo el maximo 5 mL

%La concentracidn de elucién se modificd, con la finalidad de mejorar el rendimiento de reaccién. Se
utilizé el criterio de la referencia [39] donde se considera la formacion del complejo K;,, / K*

relacion 1:1.
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5.2 Metodologia del control de calidad.

5.2.1 Determinacion del pH.

Se realiza con tiras de papel pH (Whatman® Panpeha®).

5.2.2 Determinacion de la pureza quimica y pureza radioquimica.

El equipo de cromatografia de liquidos se encuentra acoplado con dos detectores
uno de U.V y otro de radiacidon, permitiendo observar las impurezas quimicas que
absorban a la longitud de onda establecida y cualquier probable compuesto que

sea haya marcado durante la reaccion.

5.2.2.1 Reactivos.

Etanol absoluto NF/USP Tecsiquim EF1555-5; agua desionizada Milli-Q 18 MQ-cm,
3’-Desoxi-3’-fluorotimidina Aldrich No Catalogo 361275.

5.2.2.2 Materiales y condiciones del equipo.

Tabla 10 Condiciones del cromatografo de liquidos para realizar el control de calidad.

Pardmetro Especificaciones
Largo: 250 mm. Diametro interno: 4.6 mm
Columna | YMC-Pack Pro C18. Tamafio de particula 5 ym, tamafio del poro 12
nm)
Temperatura Ambiente
Fase movil Etanol 7 %
FlLIjO 1.0 mL/min
Detectores U.V a 229 nm, Radiacién Nal
Tiempo de corrida 30 min.
Tiempo de retencion del 20-22 min
producto
Volumen de inyeccién 20 pL
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5.2.3 Cuantificacion de pirogenos

La prueba de pirégenos no se realiza como lo sugiere la FEUM 8? edicién [5], se
utiliza un sistema automatizado de deteccion de endotoxinas aprobado por la Food
and Drug Administation (FDA), “Endosafe Portable Test System (Endosafe® PTS)”,
cuyo principio es el mismo de la prueba de lisado de amebocitos de Limulus
polyohemus propuesto por la Farmacopea de Estados Unidos de Mexicanos, los
motivos principales por lo que no se realiza de acuerdo a la normatividad es que el
sistema automatizado permite obtener el resultado en un menor tiempo ademas

de requerir una menor manipulacion de la muestra.

5.2.3.1 Reactivos y materiales.

Agua libre de pirégenos (LAL Reagent Water) Charles River Laboratories W1-10,
cartuchos Endosafe® PTS 20 Charles River Laboratories PTS20F, tubos de dilucion
de endotoxinas 13*100 mm Charles River Endosafe, puntas libres de pirégenos

para pipeta de 25 L, pipeta de 25 pL.

Sustrato cromogénico

Endotoxinas

Reactivo LAL Celdas opticas

Reservorios de las muestras Conexion a la bomba de succion

Ilustracion 13. A. Equipo Endosafe® PTS, B. Cartucho utilizado en la prueba.
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5.2.3.2 Condiciones del equipo.

El aparato es un sistema portatil que contiene un espectrémetro con cuatro
detectores de U.V (395 nm), una bomba de vacio, una camara de incubacion y
requiere de cartuchos especiales. Los cartuchos contienen cuatro orificios, dos de
ellos contiene una cantidad de endotoxina conocida la cual funciona como control
positivo, los otros dos pozos, no contienen endotoxina sirven para la cuantificacion
de las endotoxinas presentes en la muestra, por duplicado. El procesamiento de la
muestra es sencillo y requiere de pocos pasos, el primero de ellos es permitir que
el equipo asi como el cartucho tengan una temperatura de 37 °C (se realiza de
manera automatica), segundo se requiere de una dilucion adecuada de la muestra,
siendo esta 1:50, de la cual se aplica 25 uL en cada orificio del cartucho. El tiempo

en total en que se realiza el ensayo son 20 minutos aproximadamente [47].

5.2.4 Pureza radionucleidica.

Una pequefa porcidon del producto se coloca en el pozo del equipo “"WiperTM Single
Detector Wipe Test / Well Counter” (detector de NaI(Tl)), la obtencidn del espectro
gamma tarda 1 min y se obtiene un foto pico a los 511 keV, lo que verifica que la

molécula ésta marcada con un radionucleido emisor de positrones.

5.2.5 Identificacion del radionucleido ['8F]F.

Se utiliza una cadmara de ionizacion o activimetro CRC-ULTRA CAPINTEC, INC.,
comunmente llamado “calibrador de dosis”. En el interior del activimetro se
introduce una muestra del producto y se realiza la lectura de la actividad, se deja
transcurrir un intervalo de tiempo conocido y se realiza una nueva lectura de la
muestra. Los valores obtenidos de las lecturas se sustituyen en la ecuaciéon 2,
mediante la cual se obtiene el tiempo de vida media caracteristico del

radionucleido.
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Ecuacion 2. Calculo de la vida media, donde A=Actividad obtenida en la segunda lectura en

mcuries, Ag=Actividad inicial en mcuries y At=minutos trascurridos entres las dos mediciones.

5.2.6 Disolventes residuales.

Se busca principalmente la presencia de acetonitrilo en el producto. Las

caracteristicas y las condiciones del equipo se enlistan a continuacion:

e Detector de ionizacion a la llama.

Temperatura 300 °C
Flujo de hidrégeno 35 mi/min

e Inyector

Modo dividido
Temperatura 250 °C
Presion 20.2 psi

Volumen de la mustra 2 puL

e Horno

Temperatura 50°C
Tiempo inicial 1
Tasa de cambio 20
e Columna

DB-WAX

TECHNOLOGIES)

122-7032 (ALIGENT

Longitud 30 m
Diametro interno 0.250 mm

Capa 0.250 pm.

Flujo de Aire 400 mi/min
Flujo de Helio 25 mi/min

Relacién de la apertura 40:1
Flujo de la apertura 80
Flujo total 84.5

Temperatura final 80°C
Tiempo final 4

Intervalo de temperaturas 20 °C -
250/260 °C.

Flujo de helio constante 2 mi/min
constante

Velocidad 42
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5.2.7 La determinacion del aminopoliéter.

Para comprobar que la concentracion de K,,, se encuentre por debajo de los

limites permisibles, se utiliza la cromatografia en capa fina.

Reactivos y materiales.
Cromatoplaca de silice de 0.25 um (10cm x1cm), yodo (S-A) 207772-10g,
hidréxido de amonio (S-A) 221228-500 ml, metanol (S-A), vaso de precipitado de
vidrio 250mL, tapa de vidrio, papel filtro whatman, micropipeta de 0.1-10 puL,

solucion estandar de kryptofix (50 g/mL)-

5.2.8 Integridad de la membrana.

Después que el producto es filtrado se corrobora la integridad de la membrana del
mismo, se utiliza un vial de vidrio sellando con 20 mL de agua y se conecta al
tanque de nitrégeno ultra alta pureza 99.999 %, se le aplica una presiéon mayor a

50 psi por 1 min y se verifica que la membrana se encuentre intacta.
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6.0 Resultados y discusion.

Se realizaron once producciones de ['®F]FLT, en donde se utilizaron diferentes
concentraciones del precursor y de la solucion de elucidon (K.2.5-KoCO3) del
cartucho de intercambio idnico (QMA). Para facilitar su analisis los resultados
fueron divididos en cuatro grupos, utilizando como criterio las caracteristicas
anteriores. En la tabla 11 se resumen los resultados y las condiciones de sintesis,

las eficiencias presentadas fueron previamente corregidas por decaimiento.

Tabla 11. Promedio de las eficiencias obtenidas en las producciones y variables modificadas.

Cantidad NGmero Eficiencia Eficiencia
Grupo de Ks.2,(mg) de de reaccion de Eficiencia
precursor 222 sintesis (%) purificacién Total (%)

(mg) (%)

20 25.0 3 30.1 £ 10.8 69.3 £ 7.7 21.8 £ 8.7
2 10 20.0 2 33.7 £ 9.6 594+ 54 20.6 £ 7.5
3% 10 7.95 4 26.5 + 9.0 76.1 £ 5.1 20.2 + 6.7
4 10 5.30 2 25.6 £ 2.9 75.7 £9.9 19.6+ 4.1

*Parametros de sintesis seleccionados para realizar las producciones de [!3F]FLT posteriores a
este trabajo.

6.1 Cromatogramas representativos de cada grupo; obtenidos

durante la purificacion de la ['®F]FLT.

Para cada grupo se presentan dos cromatogramas, el primero de ellos corresponde
a la sefal obtenida por el detector de U.V, mientras que el segundo corresponde al
detector de radiacidon (Nal (Tl)), ioduro de sodio activado con talio). El tiempo en
el que se observa la sefal en el detector de radiacidon se encuentra desplazado
unos segundos, tiempo en que tarda el producto en llegar a éste después de pasar
por el detector de U.V.
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6.1.1 Grupo 1. 20 mg de precursor-25 mg de K 7.5,

Cromatograma 1.

3.9

A —U.V 267 nm

A 6

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

A. Impurezas quimicas, B Producto de la reaccion de eliminacion 2’,3’-didehidro-3'-Desoxi-
timidina (Stavudine).

Cromatograma 2.
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A. Impurezas radioquimicas, B. Fraccion de interés correspondiente a la [8F]FLT.
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6.1.2 Grupo 2. 10 mg de precursor-20 mg K.

Cromatograma 3.

Tiempo (min)

A Producto de la reaccion de eliminacion 2’,3'-didehidro-3’-desoxi-timidina.

Cromatograma 4.

Nal (T1) |

30

25

20

15

Tiempo (min)

A. Impurezas radioquimicas, B. Fraccion de interés correspondiente a la [*®F]FLT.

48



6.1.3 Grupo 3. 10 mg de precursor-7.95 mg K>.2.o.

Cromatograma 5.

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

30

25

20

15

10

Tiempo (min)

s

A. Impurezas quimicas.

Cromatograma 6.

600
400 +--------

AW

20

15

10

Tiempo (min)

A. Fraccion de interés correspondiente a la [®F]FLT. B. Impureza radioquimica.
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6.1.4 Grupo 4. 10 mg de precursor-5.3 mg K>.».5.

Cromatograma 7

3.8 : :
3 —U.v 267 nm
| A |
28 4 b e
2s] o — S— A —

os4 Vv LV B
— A
-0.2
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)
A. Impurezas quimicas. B Producto [®F]FLT
Cromatograma 8
600 T T o T T T
| | A | l :
: : i i : | —Nar(m |
T e e
S | | | | | ;
= : : l | |
| | | | | B
200 f-----===q-mmmmmne- ] BT N B ] DERFERREE {m e mee
\_/d.;_ L :} \H ‘ l' | i
0 f i : i ; f
0 5 10 15 20 25 30 35

A. Fraccion de interés correspondiente a la [!3F]FLT. B. Impureza radioquimica.

Tiempo (min)
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Los grupos 2, 3, y 4 son comparables, |la cantidad de precursor fue constante
durante las producciones (10 mg) y la concentracion de la solucién de elucion se
modifico de 20, 7.95, y 5.3 mg de K,,, respectivamente. Al comparar las
eficiencias se obtiene la grafica 1, donde se observa que no hay diferencia en la
eficiencia total de reacciéon sin embargo donde se observan cambios significativos
es en la eficiencia de purificacion, ésta aumenta conforme disminuye la cantidad
de K 7,2 y esto se confirma con los cromatogramas 3 y 4, donde la cantidad de
picos detectados por el U.V. y el de detector de radiacion es mayor que en los
cromatogramas 5-9.

Grafica 1. Comparacion de las eficiencias promedio de reaccion, purificacion y total; con la
concentracion constante de precursor (10 mg) y variando la concentracion de K > ».

90

80
70
60
50
40

Eficiencia (%)

30
20
10

0

20 7.95 5.3

Concentracién de K; 5 5 (mg)
M Eficiencia de Reaccidn M Eficiencia de Purificacion 14 Eficiencia Total
6.1.5 Determinacion de la actividad especifica.

En los cromatogramas del grupo cuatro se detectd un pequeiio pico de masa
(cromatograma 5) simultdneo al pico de radiacién generado por la [!®F]FLT, de

mostrandonos que la sensibilidad del detector era la suficiente para poder
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cuantificar la masa del producto. Para logra una mayor resolucién del un pico en el
U.V. fue necesario dividir lo adquisicion de datos en dos partes, siendo el segundo
cromatograma el de interés (cromatograma 9). Este hecho permitié calcular el
area bajo la curva, correspondiente a la masa del producto y asi poder calcular el
valor de la actividad especifica. Posteriormente se inyectd por triplicado 20 uL de
solucion estandar de FLT empleando la misma columna de purificacion. Con los
datos mostrados en la tabla 12 y la ecuacién 2 se determind la actividad
especifica, ademas se midi6 la actividad de la fraccidn correspondiente a la
[18F]FLT.

Cromatograma 9. Cromatograma parcial de la la purificacién de la [8F]FLT.

0.043

0.038 - e P S ————

00331 R Iy —uv267nm] -
0.028 ‘
0.023

-]

<
0.018
0.013
0.008

0.003

-0.002

0 2 4 6 8 10
Tiempo (min)

A. Pico obtenido de la absorbancia del radiofarmaco (['8F]FLT).
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Tabla 12 Datos necesarios para el calculo de la actividad especifica.

Datos de la solucion
estandar

Concentracion de la
solucion estandar. (mM)

Area promedio de las
inyecciones (HV/s)

moles de FLT en los 20uL

4.03

11 706 931

81.8 nmol

Datos del producto

Actividad de la fraccion. i moles calculados en el
Area del producto (pV/s) d
(Ci) producto
0.0445 1 620 494 11.21 nmol
Actividad de la fraccion de interés Ci

= (ecuacion 2)

Actividad especifica =

masa del radiofarmaco en dicha fraccion = ~moles

La determinacidn de la actividad especifica nos proporciona una idea de la
cantidad real de moléculas de FLT marcadas con el [®F]Fltor y a su vez conocer la

masa de [!®F]FLT administrada a los pacientes para la realizacién del estudio. La

actividad especifica calculada en el radiofarmaco fue de 3.96 ci/ymol-
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6.2 Pruebas de control de calidad.

El producto cumple con las especificaciones propuestas en la monografia, siendo

una soluciodn incolora y libre de particulas con un pH de 5.5 a 6. No se encontro

indicios de K,»> ni de acetronitrilo; presenta una pureza radioquimica mayor al

98.0 % (cromatograma 11).

El radiofdrmaco obtenido se identific6 como [*®F]FLT, después de comparar el

tiempo de retencién del estandar con el del producto, cromatogramas 10 y 11.

Debido a que la cantidad de masa del [®F]FLT no es detectable en el U.V. se

pueden inyectar el producto mezclado con el estandar y considerar el tiempo de

retencion del producto al pico obtenido con el detector de radiacion.

Cromotograma 10

0.65

0.55

0.45

0.35

AU

0.25

0.15

0.05

-0.05

77777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777

___________________________________________________________________________________________

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

10 15 20 25 30

Tiempo (min)

A Estandar de fluorotimidina (1 mg/mL), detector de U.V.
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Cromotograma 11

S R ]

0 5

15 20
Tiempo (min)
Radiocromatograma del producto después de su purificacion. A [F]FLT.

25 30

El espectro gamma obtenido del producto presenta un uUnico fotopico a 511 keV, lo

gque nos permite inferir que nuestro radiofarmaco se encuentra marcado con un

radionucleido emisor de positrones

corresponde a la aniquilacién de los positrones.

(ilustracién 14), pues dicha energia

Para garantizar que dicho

radioisétopo es ®F se determind el tiempo de vida media siendo este de 110 min.

;me—r' ‘-n_'v\-\_'_.

me - CHTS:
CP5:

@ KEV Bacxsround 1008 KE

B CHTS:

Time:
CPH: SE925 CP%:

IMNSERT SAMFPLE
1 Continue
DONE -

23861
1563

Ilustracion 14. Espectro de energia. A Lectura sin fuente radioactiva, B Fotopico de 511 keV,
originado por la aniquilaciéon de positrones.
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Los resultados de las pruebas bioldgicas se encuentran dentro de las
especificaciones; las membranas utilizadas durante la filtracidn resistieron una
presion de 50 psi lo que confirma su integridad. La cantidad de endotoxinas
presentes en el producto es menor a 2.5 yg/m (ilustraciénl5), muy por debajo al

limite permitido (17.5 yg/mL Si consideramos un volumen de 10 mL).

KRKKKRAXkR ENDOSAFE Test Record XXEXXXEXX
V7.128 12/9/72008
DateTime: ..cenna -ee 30-03-10 @ 12:05:03
Device: wsecamsasamansnmennwnnnsnnns =000
OperatorlID: .eesescssmssncsnnsnnnnns JOM
Cartridge: ..ceeccvsncnnnas «es. Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Method: .ceeecacas wsssssnvnsnnssas RX-122
Cartridge LotH: ..ccrcecccnnsans 7349133
Cartridge Cal Code: ......n 513235382938
Range: ..cceecccnces secsnnsannna o-0.035
Range Time: ..cccnssssnse=s Sec: 132753
Onset Times: ...ew... »753 344 >753 316
Slope: -0.378 ....uc... Intercept: +2.385
Dilution: .cecccacccncssssnssnannnnnns OO

Sample Lotz cevevevnns weee FLT300310CFCU
Sample ID: cccccsccssnanassnnssanasns FLT
Sample Rxn Time CV: ceevcecnes 0.0% Fass
Spike Value: ...ccevecannas 0.393 EU/mL
Spike Rxn Time CV: ..c.cccenw.. 6.0% Pass
Spike RECOVEryY: .cemsmnresnns BOX Fass

i i il Fass
Sample #1 Value: ....eeven.. <2.50 EU/mbL
Sample H2 Value: ....uas csee wo.00 EU/mL

Ilustracién 15. Resultado de la prueba de pirégenos realizada en el equipo Endosafe® PTS
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Certificado de control de calidad

Cédigo del producto: [ F]JFLT Lote: [F]-FLT270410CPCU-1
Producto: ['® F]-FLUOROTIMIDINA Fecha: 27042010
- . Resultad
. Metodologia de la Criterio de S o
Parametro = Acepta
prueba aceptacion Si/No
Es un liquido trasparente,
Apariencia Inspeccion visual incoloro, libre de particulas Si/No
suspendidas visibles
pH 5.5
Medicion del pH Tiras pH Whatman® pH entre 4.5-7.5 Si/No
Identificacion
- Y HPLC columna analitica . L
Identlflqacmn C18, fase mévil 7 % El tiempo de retencién de Si/No
quimica Etanol 23+ 2 minutos
Determinacion del
tiempo de vida Activimetro 110 +5 minutos Si/No
media
Pureza
El porcentaje de la
Pureza HPLC columna analitica radiactividad _98.0 %
. . . C18, fase movil 7 % Es > 90% .
radioquimica Etanol correspondiente a *®FLT Si/No
L, Presencia de un Unico
Pureza Obtencidon del espectro - ] .
, . fotopico con una energia 511 Si/No
radionucléidica Gamma P keV g SV
Determinacion de Contiene: Acetonitrilo 100 ppm
disolventes Cromatografia de gases Acetonitrilo < 400 ppm DMSO 75 ppm
residuales DMSO = 5000 ppm Si/No
=z Contiene: .
Deteccion de K;.,.» TLC < 50 pg/mL de Ks 5 Si/No
Pruebas biologicas
P!'u,eba de Endosafe® PTS No contiene mas de 17.5 <2..5 UE/mL
pirogenos UE/mL Si/No
Integridad del Flujo de nitrégeno Resiste hasta 50psi de Si/No

filtro

presion
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6.3 Discusion.

En la tabla 11 se observa que las eficiencias totales son casi idénticas para los
cuatro grupos, sin embargo al reducir la concentracion de precursor al 50 % ($10
USD/mg) y la concentraciéon de K.,,,-K>COs se puede obtener una eficiencia

similar a la obtenida en el primer grupo

La eficiencia de purificacion presenta un comportamiento inversamente
proporcional a la eficiencia de reaccion. Si aumenta la eficiencia de reaccién,
aumentan las impurezas producidas disminuyendo el rendimiento de purificacién
(cromatogramas 1, 5). Este comportamiento se puede atribuir a la concentracion
de carbonato que se encuentra directamente relacionada con la concentracién de
K22.2. En las producciones del primer grupo se observa una gran cantidad de
impurezas quimicas y radioquimicas (cromatogramas 1, 2), conforme se reduce la
concentracion de K, se disminuyen las impurezas generadas en la reaccion. La
principal impureza quimica generada, es la 2’,3’-didehidro-3’-desoxi-timidina
(Stavudina), producto de la reaccion de eliminacidn que puede sufrir el precursor.
La Stavudina es un nucleosido analogo de la timidina utilizado para el tratamiento
de la infeccion con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), que
desencadena reacciones adversas como vomito, dafio hepatico, neuropatia
periférica, pancreatitis entre otras [48], por lo que es importante minimizar la
contaminacién de la ['®F]FLT con la Stavudina, con la finalidad de disminuir el
riesgo de que el paciente presente efectos secundarios al radiofarmaco
ocasionados por la impureza. Sin embargo los efectos secundarios de la Stavudina
se presentan con una exposicién de 79 semanas a una dosis de 80 mg diarios
[48].

Cuando se trabajo con una concentracion de 7.95 mg de K,,.>. la contaminacién
de Stavudina se redujo casi al 100 % (cromatograma 5 y 7) permitiendo un

aumento en la eficiencia de purificacién.
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Los cromatogramas y las eficiencias del grupo 3 y 4 son similares, su principal
diferencia fue en el desarrollo experimental, inicialmente dos de las producciones
del grupo 3 pertenecian al grupo 4. Sin embargo durante la elucién de '® F fue
necesario afiadir mas solucion de elucién, ya que el cartucho conservaba mas de

100 mCi después de la elucidon del mismo.

El mejor de los grupos es el 3 al ser en donde se generan menos impurezas y se
eluye con una mayor eficiencia el ®F, disminuyendo el riesgo a la exposicién al

momento de adicionar solucidon de elucion.

Los resultados del control de calidad son consistentes y raramente variaron, sin
embargo el tiempo de retencidon no es un buen parametro de identificacion, éste se
modifica dependiendo del tipo de columna y del tiempo que se dejo equilibrar la
columna. Para identificar completamente a la [!®F] FLT, a una muestra del
producto se le adiciond una fraccién de solucién estandar, dando como resultado
un pico en el detector de U.V y otro simultaneo en el detector de radiactividad
(cromatograma 9 y 10). Existe una minima variacién en el tiempo de retencidn
cuando se inyectan simultaneamente el producto y el estandar, originada por la

distancia que hay entre un detector a otro.

El espectro de rayos gamma muestra un unico fotopico, indicandonos que la
actividad medida corresponde Unicamente al '8F y en el producto se encuentra
libre de impurezas radionucleidicas, generadas por la interaccion del haz de
protones con el material del blanco. Cuando se emplea plata como cuerpo del
blanco se genera una mayor cantidad de impurezas radionucleidicas como es el
107cd y 19°Cd generados via las reacciones nucleares 1% 1% Ag(p,n) [10], ademas
de la erosidn que sufre el cuerpo del blanco donde se desprenden particulas de
plata. Estos cationes modifican el estado quimico del *®F" mermando la calidad de
éste y las reacciones posteriores. El cartucho de QMA ademds de retener al 8F
tiene la finalidad de retener estas impurezas radionucléidicas. Razén por la cual no

son detectadas en el espectro de rayos gamma.
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/7.0 Conclusiones

Se logré implementar satisfactoriamente la sintesis de 3 "-Desoxi-3 " -[*®F]fluoro-L-
timidina ([*®F]FLT), empleando un moddulo de sintesis quimica disefiado
originalmente para la producciéon de ['®F]FDG, al modificar los parametros de

sintesis.

Se encontraron las condiciones de reaccion mas adecuadas para realizar la sintesis
de [*8F]FLT, obteniendo un rendimiento total promedio de 20.57 %z 0.09.

Mediante la modificacion de la concentracion de la solucion de elucién se aumentdé
la eficiencia de purificacién, permitiéndonos obtener un producto de mayor calidad
disminuyendo en un 50 % la concentracion de precursor obteniendo la misma

eficiencia total.

Las pruebas de control de calidad fueron satisfactorias, demostrando la seguridad

del producto para la administracién en pacientes.
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Acronimos y términos.

S-A Sigma-Aldrich

DMSO Dimetilsulfoxido

s segundos

min minutos

CPCU Chemistry Process Control Unit

HPLC Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (High pressure liquid

chromatography)

NOs Nosilato

DMTrO Dimetoxitritil

BOC Butoxicarbonil

[8F]FLT ['®F]flourotimidina

FLT Flourotimidina

TKI Timidina cinasa I

[*8F]FDG Fluorodesoxiglucosa

Pre -FLT 3-N-Boc-5'-O-dimetoxitritil-3'-O-nosil-timidina

[18F]FBCOH Fluoro-benzaldehido

5-FU 5-fluorouracilo

K>.2.2: Kryptofix ( 4,7,13,16,21,24-Hexaoxa-1,10-diazabiciclo[8.8.8]hexacosano)
PET Tomografia de emisidn de positrones (Positron emission tomography)
psi libras cuadradas/pulgada

MeV Mega-electronvolts

keV kilo-electronvolts

Endosafe® PTS Endosafe Portable Test System
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NaI[TI] Ioduro de sodio activado con talio

Actividad especifica Actividad por unidad de masa (Ci/umol)
UE Unidades de endotoxinas

Stavudina 2’,3’-didehidro-3’'-desoxi-timidina

OSEM Ordered subset expectation maximization

FBP Retroproyeccion filtrada (Filtered Back Projection)
RAMP Filtro rampa

FDA Food and Drug Administation
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Apéndice A.

El apéndice A, contiene imagenes obtenidas de las tomografias por emisién de
positrones realizadas durante los estudios preclinicos en roedores de la [*®F]FLT.
Para la realizacion de dichos estudios se utilizd el equipo microPET Focus 120
(Concorde Microsystems Inc.), ilustracion 16. La actividad administrada del
radiofdrmaco (['®F]FLT) para la elaboracién de dichos estudios depende del
animal, donde a las ratas se les aplico una actividad de 700 a 1000 uCi mientras

que para los ratones se le administré una actividad de 400 a 500 pCi.

Ilustracion 16 Microcamara PET para tomografias de emision de positrones de animales
pequeiios.
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La ilustracién 17 representa el estudio PET de la biodistribucion normal de la
['®F]FLT en una rata Wistar sana. La adquisiciéon de la imagen fue dindmica sin
tiempo de biodistribucidon. La reconstruccion de la imagen se realiz6 con el
algoritmo OSEM 2D sin filtro. La imagen muestra que la principal zona de
acumulacion del radiofarmaco es la vejiga y en contraste no se observa captacién

de [*8F]FLT por el cerebro.

L Cerebro
\

»
-

Ilustracion 17. Biodistribucion de la [®F]FLT en un roedor sano. Corte: a. Transversal, b.
Coronal, c. Sagital.

La ilustracion 18 muestra el estudio PET realizado a un ratdon atimico (BALB/c
nu/nu), al cual se le inocularon intracranealmente un milléon de células de la linea
tumoral C6 (glioma); el ratdn desarrollo un glioblastoma extracraneal. La

adquisicion de la imagen fue dinamica sin tiempo de biodistribucién, en la
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reconstruccién de la imagen se empleo el algoritmo FBP con filtro RAMP. La
imagen muestra una zona con alta captacion fuera del area cerebral mientras que

en el cerebro no se acumulo el radiofarmaco.

Ilustraciéon 18. Biodistribucién de la [®F]FLT en un roedor con un tumor extra craneal.
a. Proyeccioén en 3D. Corte: b. Sagital, c. Coronal, d. Transversal.

La ilustracion 19, es una fotografia de uno se los ratones con proceso tumoral
inducido por células de glioma. El estudio PET del roedor se ejemplifica en la

ilustacion 20.

—

Ilustracion 19. Ratén atimico con un proceso tumoral inducido por la linea celular C6(glioma).
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La ilustracion 20 ejemplifica el estudio PET realizado a un ratén atimico (BALB/c
nu/nu), al cual se le inyectd subcutaneamente un millon de células de la linea
tumoral C6 (glioma), en el hombro derecho. La adquisicion de la imagen fue
dinamica sin tiempo de biodistribucién, en la reconstruccién de la imagen se
empleo el algoritmo FBP con filtro RAMP. La imagen muestra dos zonas con alta

captacion de [®F]FLT, siendo estas el glioblastoma y la vejiga.

Maximo

%/Vejiga—lﬂ'_jI

+ o il

»] C Minimo

Ilustracion 20 Corte: a.Transversal, b. Sagital, c. Coronal.
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Apéndice B.

Una vez probado el radiofarmaco en animales se administré en humanos. Hasta el
momento se han realizado 22 estudios PET/CT en las instalaciones de la Facultad
de Medicina. 19 de ellos son estudios cerebrales, los tres restantes son de cuerpo
completo, uno de ellos posible leucemia, el otro sospecha de cancer de mama y el
restante de un voluntario sano (éste ultimo fue el primer estudio realizado en
humanos). Las ilustraciones mostradas en el apéndice B fueron adquiridas en una
camara Biograph 64 Slice PET/CT Scanner (Siemens). Se administrd a los
pacientes una actividad de 10 mCi del radiofarmaco y se dio 60 minutos de
biodistribucion.

La ilustraciéon 21 muestra el estudio PET/CT de [*®F]FLT realizado a un voluntario
sano. Se puede distinguir claramente las zonas tipicas de captacidn del

radiofarmaco, como es la médula dsea, la vejiga, el higado, y un poco los rifones.

7

Ilustraciéon 21 Biodistribucién normal de la [*®F]FLT de un voluntario sano.
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La ilustracidon 22 muestra la fusion de imagenes tomograficas por técnicas PET y
CT. Adquiridas de un paciente masculino de 40 anos diagnosticado con

Astrocitoma grado II

Ilustracion 22 Estudio PET/CT region cerebral. Corte: a Transversal, b Coronal, c Sagital

La ilustracidon 23 muestra la fusion de imagenes tomograficas por técnicas PET y
CT. Adquiridas de un paciente masculino de 36 anos diagnosticado con Glioma

de alto grado.

Ilustracion 23. Estudio PET/CT region cerebral. Corte: a Transversal, b Coronal, c Sagital.
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La ilustraciéon 24 Representa el estudio comparativo utilizando [!®F]FLT vy
['®F]FDG, realizado a un paciente masculino de 36 afios, diagnosticado con

Glioma de alto grado.

Se puede observar claramente las diferencias en la distribucién cerebral de los
radiofdrmacos. En el estudio realizado con [!®F]FLT la zona de captacién mas
intensa es aquella donde se localiza el tumor, mientras que en el estudio donde
se utilizd ['®F]FDG existe una captacién basal de éste aumentando el fondo de la
imagen ademas de que existen zonas diferentes al tumor con gran captacién del

radiofarmaco.

[‘SFIFLT _ o [13F]FDG
-

Ilustracion 24 Estudio comparativo de la biodistribucién cerebral de la [*®F]FLT y el [18F]FDG
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