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RESUMEN

El cancer de préstata es el mas comun de los canceres urolégicos, el cual
tiene una incidencia de aproximadamente un 18%, aumentando la probabilidad
en hombres mayores de 50 afos. La deteccion temprana de la enfermedad

reduce considerablemente la mortalidad.

El antigeno de membrana especifico de la préstata (PSMA) es una
proteina de membrana integral que se sobre expresa en los tumores de préstata,
proporciona un paso a la deteccién temprana de la enfermedad.

En la actualidad, como método de diagnostico se utiliza %8Galio-PSMA
(68Ga-PSMA), pero dado que el periodo de semidesintegracion (T112) del ®3Ga es
de 68 minutos, se han buscado estrategias para la marcacion de la molécula de
PSMA con otro radionucleido emisor de positrones con Ti2 mayor al %8Ga,
surgiendo de este estudio el radiofarmaco de '8F (T12 109,74min)

Este trabajo consistié en realizar irradiaciones para obtener '8F a partir del
ciclotron de la Fundacion Centro Diagnostico Nuclear de manera de poder marcar
en un modulo de sintesis automatizado la molécula de PSMA-jOO?, evaluar los

rendimientos de sintesis y la calidad del producto final.



ABSTRACT

In Argentina, Prostate Cancer (PC) is the most common cancer with the
highest incidence in men and represents the most frequent cause of death. Due to

this, early diagnosis of prostate cancer is important.

Prostate-Specific Membrane Antigen (PSMA) is a transmembrane
glycoprotein overexpressed in prostate cancer cells, making it an excellent candidate

as a marker for diagnostic imaging.

68Ga-PSMA-11 is the most used radiopharmaceutical and recently %8Ga-
PSMA-617, but t12 58Ga is 68 min, this condition does not allow be distributed to

distant places.

'8F is commonly produced via a cyclotron in routine daily, its t12: 109,74 min
is favorable to distribute to more remote centers.

During the last few years, there have been many investigations to obtain a
simple and successful way to label a PSMA molecule with 8-F.

18F-PSMA-1007 has an edge over the rest, it can be produced in a one-step
radiosynthesis procedure and is excreted through the hepatobiliary system, leading
to better PET imaging.

'8Fluorine was obtained using the Siemens Eclipse RDS111 cyclotron.
Radiochemical labeling with '8Fluorine was carried out in a Synthera V2 Module
(IBA) with good radiochemical yields (>60%) as it is a versatile and easy-to-use
module.
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1.1 Introduccioén

La préstata es una glandula que produce el liquido del semen que solo
poseen los hombres. El cancer de préostata (PCa) es el mas comun de los canceres
urolégicos, el cual se origina cuando las células de la préstata comienzan a crecer

sin control afectando principalmente a varones mayores de 65 afnos.

Es un tumor que usualmente se manifiesta lentamente sin presentar
sintomas en sus estadios tempranos. La sintomatologia mas frecuente es: flujo
urinario debil, aumento de la frecuencia para orinar, sangrado, dolor pélvico o
lumbar entre otros. La edad es uno de los factores de riesgo, la probabilidad
aumenta considerablemente en mayores de 50 afios y también los antecedentes

familiares. (Instituto Nacional del Cancer, 2020)

Segun el Instituto Nacional de Cancer, en Argentina, en el afio 2020 hubo
130.878 casos nuevos de cancer en ambos sexos, 62327 corresponde a varones,
dentro de los cuales 11686 fueron cancer de prostata, dando una incidencia del

18.7%, la mayor incidencia en varones.
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Colon-recto 15895 12 8493 136 7.402 108

Pulmén 12110 93 7738 124 43712 64
Prostata 1686 89 11,686 18,7

Rindn 5093 39 3370 54 1723 25
Péncreas 5.026 38 2357 38 2669 39
Cervicoutering 4583 s . - 4583 6.7
Tiroides 4106 31 669 11 3437 50
Estomago 4003 31 2549 41 1454 21
Vejiga 3785 29 2955 47 830 12
Linfoma No-Hodglkin 3557 27 1988 32 1569 23
Leucemia 3234 25 1797 29 1437 21
Cuerpo de utero 2455 19 - . 2455 36
Higado 2437 19 1467 24 970 14
Ovario 2199 17 - - 2199 32
Testiculo 2047 16 2.047 33

Esafago 1993 15 1388 22 605 09
Encéfala y otros SNC 1.831 14 935 15 896 13
Otros 9.688 T4 6001 155 3,687 54
Total 130.878 100 62327 100 68.551 100

TABLA 1

Distribucion de Casos de Cancer

Distribucién absoluta y relativa de casos incidentes de cancer estimados por la
IARC para Argentina en 2020, segun localizaciones tumorales méas frecuentes y
sexo. (N=130.878) Fuente: Elaborado por SIVER/INC en base a los datos de
Globocan2020. Argentina, 2021. (Instituto Nacional del Cancer, 2020).
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FIGURA 1

Gréfico de Incidencia de cancer para las principales localizaciones topograficas en
varones y mujeres estimadas por la IARC para Argentina en 2020. Tasas ajustadas
por edad segun poblacién mundial por 100.000 varones y mujeres. (Instituto
Nacional del Céncer, 2020).

En Argentina la mortalidad por cancer de prostata mostré dos segmentos
temporales durante el periodo analizado 2002-2020. Hasta el afio 2006 se
observé un descenso a ritmo de -0,5% por afio y, a partir de ese ano, se registrd
una tendencia descendente a razéon de -2,7% anual, valor que resulté
estadisticamente significativo (Instituto Nacional del Cancer, 2020)
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FIGURA 2

Gréfico de Tendencia de Mortalidad por Céncer de Préstata. Tendencia de
mortalidad por cancer de préstata. Tasas ajustadas por edad segin poblaciéon
mundial por 100.000 varones. Argentina, 2002-2020. Elaborado por el SIVER-Ca
con base a los registros de mortalidad de la DEIS, Ministerio de Salud de la Nacién.
Instituto Nacional del Cancer (INC), Argentina 2022.

A nivel mundial, durante el 2020 el cancer de préstata contribuyé con una
incidencia del 14,1% y una mortalidad del 6,8%. Es el segundo cancer mas
comunmente diagnosticado y la sexta causa principal de muerte por cancer entre
hombres en todo el mundo, con un estimado de 1.276.000 nuevos casos de
cancer y 359.000 muertes en 2018. Se espera que la carga mundial de cancer
de préstata aumente a casi 2,3 millones de casos nuevos y 740.000 muertes para
2040 simplemente debido al crecimiento y envejecimiento de la poblacion.
(Huang Junjie, 2023)
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1.2 Diagnéstico

El Antigeno Prostatico Especifico (PSA) es producido por las células
epiteliales de la prostata y puede predecir el cancer de préstata (PCa) como
también proporcionar informacién acerca de la recurrencia del tumor después de
terapia primaria.

Segun la American Cancer Socity, los valores de PSA son los siguientes:

e La mayoria de los hombres sin cancer de prostata tiene niveles de
PSA menores a 4 ng/mL de sangre. Sin embargo, un nivel por debajo
de 4 no garantiza que un hombre no tenga cancer.

e Los hombres con un nivel de PSA de 4 a 10 tienen (a menudo llamado
“intervalo limite”) tienen una probabilidad de 1 en 4 de padecer cancer

de préstata.

¢ Siel PSA es mayor de 10, la probabilidad de tener cancer de préstata

es de mas de 50%.

La prostatectomia radical quirurgica es la primera terapia curativa por
realizar. La mayoria de los pacientes se recuperan, pero un tercio de los pacientes
pueden presentar recurrencia bioquimica. En este caso, como primera linea de
tratamiento se lleva a cabo una terapia de privacién de andrégenos, siendo exitosa
solamente en aquellos tumores que son dependiente de andrégenos. Sin embargo,
cerca de un 20% de los pacientes se vuelve resistente a esta terapia, conocidos

como pacientes con cancer de préstata resistente a la castracién (mCRPC)

El diagnéstico temprano del cancer de prostata es sumamente importante
para la estadificacion, consiste en un analisis de sangre para medir el PSAy en un
examen digital a través del recto, aunque el diagnéstico definitivo se determina a
través de una biopsia prostatica. La prueba de PSA puede dar falsos positivos y

conducir a biopsias innecesarias.

En el caso que alguna de estas pruebas muestre alguna anomalia, es
esencial saber la estadificacion precisa y localizacion para reducir tanto el
tratamiento insuficiente como el excesivo ya que existen diferentes vias de
tratamiento para la enfermedad localizada, localmente avanzada y metastasica ya
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que la prueba de PSA no distingue entre tumores de bajo o alto riesgo. (Lisney Anna
Rebecca Lisney, 2022)

En este sentido, se pueden realizar estudios como: Ultrasonido transrectal
(TRUS), Resonancia Magnética Nuclear (RM), Tomografia computada (CT),
Gammagrafia Osea con *"Tc-Difosfato. (**"Tecnecio-Difosfato)

Desde hace algunos afios, los métodos de medicina nuclear que brindan
imagenes funcionales y actividad metabdlica se utilizan mas; estos son PET
(Tomografia de emision de positrones) /CT o PET/RM. Estos estudios mejoran la
sensibilidad y precision del diagnostico. Dentro de los radiofarmacos usados en
estudios PET, se pueden destacar: ''C-Colina, '®F-Colina, %8Ga-PSMA y '8F-PSMA.
Estos ultimos, los radiofarmacos de PSMA, son mas eficientes dado que el
radiofarmaco se dirige a la zona de sobre expresion de PSMA (American Cancer
Socity) obteniéndose imagenes funcionales con deteccion de actividad metabdlica.
(Hoffmann Manuela A, 2022)

Este trabajo se centrara en el diagndstico mediante radiofarmacos de PSMA.

1.3 Radiofarmacos

Los radiofarmacos son radiois6topos unidos a moléculas biolégicas capaces
de dirigirse a érganos, tejidos o células especificos del cuerpo humano. (Organismo

Nacional de Energia Atémica-IAEA).

Cuando se desarrolla un nuevo radiofarmaco hay que tomar en cuenta
ciertas consideraciones, una muy importante es la accesibilidad al blanco: la
penetracion en la célula o en barrera hematoencefadlica en el caso de los
radiofarmacos para Sistema Nervioso Central (SNC) como también la velocidad y
el tipo de eliminacion (por vejiga, hepatobiliar).

Las imagenes de la distribucién in vivo del radionucleido en todo el cuerpo,
o en partes especificas del cuerpo, puede determinarse mediante la deteccion de
rayos gamma y/o rayos X utilizando una tomografia computarizada por emision de
fotén anico (SPECT) o una tomografia por emision de positrones (PET). El contraste
de la imagen dependera de la diferencia en la concentracion del radionucleido en
el tejido blanco con respecto al tejido circundante.
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La via de administracion puede ser oral, intravenosa o por inhalacién.

1.3.1 Caracteristicas de un Radiofarmaco

En general, un radiofarmaco (radiopharmaceutical) consta de ftres
componentes: una molécula vector (Vector molecule), un radionucleido para

diagnéstico o aplicaciones terapéuticas y un conector intermedio, ver Fiigura 3

Radiopharmaceutical

Vector

molecule

@ = Diagnostic or therapeuticradionuclide

:)f\ s =linker

FIGURA 3

Esquema de un Radiofarmaco: Disefio Esquematico de un radiofarmaco.
(Vermeulen Koen, 2019) Design and Challenges of Radiopharmaceuticals. Nuclear
Medicine. 339-356, 49 (5)).

El radionucleido proporciona el componente de radiacion (radiactividad), el
cual de acuerdo con su naturaleza sera una herramienta de diagnéstico (Gamma,
Beta (+) o terapia (Beta (-) o Alfa).

La molécula del vector puede consistir en una pequefia molécula inorganica
u organica, un peéptido, una proteina, fragmentos de anticuerpos o una
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nanoparticula. Es esencial porque da la selectividad de interacciéon con el blanco
por lo que es importante que la molécula del vector mantenga una alta especificidad
y selectividad por el blanco luego de la conjugacion con el radionucleido. Las
moléculas pequeiias generalmente toleran pequenas modificaciones. Los péptidos
son facilmente sintetizables en sintetizadores automaticos; tienen la capacidad de
soportar condiciones quimicas extremas como ser pH, temperatura. Tienen facil

difusion en el tejido y alta especificidad.

El Linker o conector forma una conexidn quimica estable entre el

radionucleido y la molécula vector.
1.3.2 Radionucleidos Emisores de Positrones

También Illamados Radionucleidos PET (PET: Positron Emission
Tomography).
La emision de positrones o desintegracion Beta (+) consiste en la

desintegracién de un proton del nucleo madre en un neutréon que permanece en el

nucleo hija, y el nucleo emite un neutrino y un positrén.

El positron es una particula que tiene la masa de un electrén, pero con carga
positiva. La hija tendra un numero atémico inferior a la madre conservando el

numero de masa.
A A +

El positron emitido tiene una existencia transitoria, pierde su energia cinética
interactuando con un electrén de la materia produciéndose una aniquilacién. Como
resultados de esto, tanto la masa del electrén como la del positrén se convierten en
energia emitiendo dos fotones de 511keV en direcciones opuestas. El recorrido que
realiza el positron para aniquilarse dependera de su energia cinética.

Un Tomoégrafo de Emision de Positrones (PET) es un equipo capaz de
detectar la coincidencia que se produce cuando un positrén interacciona en el

18



cuerpo generado la aniquilacién en donde se producen dos fotones de 511 keV que
viajan en sentido contrario. Consiste en un anillo de detectores que rodea al
paciente y detecta los fotones de 511 keV coincidentes, de esta manera se mejora
la sensibilidad ya que por cada desintegracion se obtienen dos fotones detectados

por el anillo.

A B
PET scan

Detector

Positron emitting isotope

511 KeV
photcy
Positron

Electron

511Kev sl 2 Positron
photon Gamma rays created ' HIRESSSon

FIGURA 4

Esquema de Emision B+ y Camara PET. Nota: (A) Un positrén y un electron se
aniquilan produciendo dos fotones de 511 keV en direcciones opuestas. (B) El fotén
de 511 keV es detectado por el anillo circular, camara PET (Tomdégrafo de Emision
de Positrones). (Adaptacion Li Zibo, Conti Peter, 2010).

1.3.3 '®Fluor Obtencién y Quimica

El "®Fluor decae por emision de positrones (97%) y por captura electronica
(3%) emitiendo un beta (+) con una energia maxima de 653keV. (Technical Reports
Series N° 468-IAEA).

Existen muchas reacciones nucleares para la obtencion de '8F, pero
usualmente el Fluor-18 se produce a partir de un ciclotron mediante la reaccion
nuclear '®0 (p,n) '8F partiendo de pequefios volimenes de agua enriquecida en
Oxigeno-18 en un rango de Energia de 4-14 MeV.
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Nuclear reaction Useful energy range Natural abundance References

(MeV) (%)
"O(p. n)'F 144 0.2 [2.18.1]
"*O(*He. p)"*F 15-1 99.7 [2.182]
1%0O(°He. n)"®Ne: ’F 40-15 99.7 [2.18.3]
*O( . np)"*F 40-20 99.7 [2.18.4]
*O( e, 2n)"*Ne: *F 52-10 99.7 [2.18.5]
*Ne(d. o)"*F 15-0 90.5 [2.18.6]
*Ne(p. 2pn)"*F 40-30 90.5 [2.18.7.2.18.8]
“Ne(*He. op)"F 40-10 90.5 [2.18.9]

TABLA 2

Reacciones Nucleares de Obtencién de Fluor-18. Technical Reports Series N° 468-
IAEA.

El '8F obtenido a partir de agua enriquecida en 80 tiene mayor Actividad
Especifica (SA) que el '®F obtenido a partir de 80 gaseoso, ya que es necesario un
carrier de Fluor-19 para moverlo y eso disminuye considerablemente la actividad
especifica. El primero se usa en reacciones nucleofilicas y el '®F gaseoso en

reacciones electrofilicas.

Dado que la obtencién de '8F via ciclotréon se realiza a partir de un blanco
liquido (H20'8), es necesario contar con un portablanco (holder) que lo contenga, el
cual debe cumplir con ciertos requisitos como: no debe reaccionar con el
radionucleido a producir, es necesario elegir un material cuya activaciéon durante la
irradiacion sea la mas baja posible de manera de evitar dosis por exposicién a la
radiacion de los operadores. Los materiales usados para la construccion de
portablancos pueden ser: Titanio, Plata, Metales aureados, Niobio y Tantalio. El

material usado en la mayoria de los ciclotrones es Niobio.
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La energia 6ptima del protén incidente para que se dé la reaccion nuclear de
produccién de '8F a partir de agua enriquecida en 80 es entre 6-8 MeV (ver Figura
5).

g
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FIGURA §

Funcién de Excitacion para la reaccion ®O(p, n)'8F (Technical Reports Series N°
468-1AEA).

1.3.4 Radiofarmacos PET para Diagnéstico de Cancer de Préstata
Existen varios radiofarmacos utilizados en el diagnostico del PCa, entre ellos
C-Colina, '8F-Colina, %8Ga-PSMA, '®F-PSMA.

La colina, es un precursor de la fosfatidilcolina, un componente de la
membrana celular. La marcacion de colina con ''C o con '®F se ha utilizado durante
anos como marcador de proliferacion de células cancerosas.

"C-Colina era considerado el Gold Estandar en los estudios de diagnéstico
de cancer de prostata, hasta que, afios atras se introdujo la tomografia por emision
de positrones de radiofarmacos de PSMA que, debido a los resultados altamente
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prometedores, se aplica cada vez mas en las rutinas clinicas, especiaimente en
pacientes con recurrencia bioquimica después de una prostatectomia radical y/o
radioterapia. (Johannes Schwenck-2016). Se ha detectado que para valores bajos
de PSA, por debajo de 2ng/ml, tanto la ""C-Colina como '®F-Colina, adolecen de
sensibilidad. (Paymani Zeinab, 2020).

Si bien el PSMA también se expresa en tejido prostatico sano, se demostré
que la expresién aumenta fuertemente en la neoplasia maligna. Altos niveles de
expresion de PSMA se correlacionan con una recaida temprana después de la

prostatectomia.

A mediados de los afos 90, la FDA (Food and Drug Administartion) aprobo
un radiofarmaco ProstaScint®, Cytogen Corporation, era un anticuerpo monoclonal
murino marcado con Indio-111, pero no tuvo gran aceptacion debido al clearence

sanguineo lento dando como resultado una mala relacién blanco/fondo.

Entre 2012-2013 se introdujo el primer radiofarmaco de PSMA, fue el
68Ga-PSMA-11, mostrando superioridad en la captacién con respecto a ''C-Colina
y '8F-Colina, con un clearence sanguineo rapido el cual se traduce en un buen
contraste de imagen.

La siguiente tabla muestra los radiofarmacos de PSMA y sus usos

Tracers Nuclides Class
PSMA-11 68Ga Diagnostics
PSMA-617 68Ga, 177Lu, 285 Ac Theranostics
PSMA-1&T 68Ga, 77 Ly, 2P Ac Theranostics
DCFPyL 18p Diagnostics
DCFBC - Diagnostics
PSMA-1007 18 Diagnostics

Table adapted from Ref. [9].
TABLA 3

Ligandos de PSMA. Nota: Ligandos de PSMA, radionucleidos y potencial
aplicaciones. (Lisney Anna R, 2022).
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1.4 Indicaciones de Estudios con PSMA

Las indicaciones de estudios de PET/CT con PSMA esta dada en:

¢ Recaidas bioquimicas, especialmente recomendado para pacientes
con PSA entre 0,2 y 10ng/ml de manera que se pueda identificar que

tipo de tratamiento llevar a cabo.
e Estadificacion antes de una cirugia.
e Localizacién del cancer de préstata recurrente o persistente.
¢ Planificacion de radioterapia.
e Estadificacion antes y después de terapia con '77Lu y 2?5Ac.

e Orientacion en biopsia dirigida a pacientes con biopsia negativa con

alta sospecha.

e Seguimiento de tratamiento sistémico del cancer de prostata
metastasico (Fendler, Elbert, 2023)

1.5 PSMA

El antigeno prostatico especifico de membrana, PSMA, es una glicoproteina
transmembrana: Glutamato carboxipeptidasa Il (GCP Il) o N-acetil-L-Aspatil-L-
glutamato peptidasa | (NAALADasa I) compuesta de 750 aminoacidos y ubicada en
el cromosoma 11. Hasta la fecha, se han identificado dos sustratos fisiolégicamente
relevantes procesados tanto por GCPIl: N-acetil-L-aspartil-Lglutamato (NAAG) y
folatos poliglutamilados (FolGlun), obteniendo N-acetilaspartato y glutamato o
Folato y glutamato.
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FIGURA 6

Mecanismo de Expresion de PSMA. Nota: llustracién de mecanismo de expresién
de PSMA que explican la captacion del radiotrazador en el cancer de prostata.
(Adaptacion de Galiza Barbosa,2020).

A pesar de tratarse de una proteina multifuncional expresada en tejidos
sanos, los niveles de expresion mas significativos se encuentran en humanos en el
epitelio prostatico, debido a esto, la proteina se denomina principalmente antigeno
de membrana especifico de la préstata: PSMA. (Vorlova Barbora, 2019).

Se expresa en tejido sano, en muy bajas cantidades: en el Epitelio Acinar de
la préstata, Astrocitos y células de Schwann (Sistema Nervioso), mucosa duodenal

(intestino delgado), rifidn, glandulas salivales.

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas abundante. En
condiciones normales, es indispensable para procesos fisiolégicos como:
aprendizaje, memoria y la plasticidad del desarrollo.

En el caso de células que han mutado a células cancerigenas, una de las
formas de buscar energia (ATP) es a través del glutamato, por ello, visualizan estos
trazadores sanguineos: NAAG y FolGlu y son metabolizadas por la GCP |l. Las
células cancerigenas la CGPIl pasa a expresarse en la membrana celular y asi
obtener Glutamato. En células normales de préstata esta proteina esta
sobreexpresada en una relacion 6:1, pero en células cancerosas alrededor de
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600.000 a 800.000 moléculas de PSMA por célula cancerosa (Rajasekaran A,
2005), particularmente en las etapas metastasicas C y los refractarios a hormonas
(Rasul S, 2022).
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o] COOH
)L COOH
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- n NH + HN
HOOC ; HOOC =
\/Y ~N~"cooH COOH
O  COOH
NAAG N-acetyl-l.-Asp L-Glu

NAAG-hydrolyzing reaction catalyzed by GCPIl or GCPIII.

9} COOH 0 COOH

Q)L COOH O)L COOM H:N, _COOH
I‘\ COOH I COOM COOH

n | SN n-1

P
N7 NH,

FolGluy FolGlug.1 L-Glu

' FolGIun-hydronzing reaction catalyzed by GCPIil or GCPIII.

FIGURA 7

Hidrdlisis de GCPIl de NAAG y FolGLu. Nota: Hidrélisis de GCPIl de NAAG y
FolGLu. (Vorlova Barbora. Frontiers in Bioscience, Landmark, 24, 648-687, March
1, 2019).
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FIGURA 8

Diagrama esquemético de la estructura del antigeno prostatico especifico de
membrana (PSMA). EI PSMA es una proteina transmembrana de tipo Il con un
dominio citoplasmatico (CD) NH2-terminal corto, una regién transmembrana
hidrofébica (TM) y un dominio extracelular grande (ED). (Rajasekaran. Am J Physiol
Cell Physiol 288: C975-C981, 2005).

El patron Glutamato-Urea-Lisina (Glu-Urea-Lys) se conoce como una
secuencia inhibidora de PSMA eficiente. (Morgat C, 2019).

La proteina PSMA tiene un dominio extracelular grande, un dominio
transmembrana corto y una cola citoplasmatica corta. EI dominio Extracelular
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consta de tres subdominios: la proteasa, el dominio apical y el dominio de
dimerizacién, todos son necesarios para la unién al sustrato. En la cavidad, el
bolsillo farmacoéforo estabiliza los restos similares al glutamato mediante
interacciones polares y de van del Waals. (Hyvakka A, 2021).

Hay que tener en cuenta que no es lo mismo PSA y PSMA, en la siguiente
tabla se muestran las diferencias.

PSA - PSMA
e Es una proteina secretora e Proteina integral de membrana
¢ Funcidén conocida: e Posee varias funciones
licuefaccién del semen. enzimaticas
e Medido en suero como e Esta sobre regulado con
marcador de cancer privacién de andrégenos
e Disminuye con la privacién e RT-PCR utilizada para detectar
de andrégenos en suero; no verificado como
herramienta/marcador de
deteccién

e Laexpresién se correlaciona con
la agresividad del cancer y
representa un indicador

TABLA 4

Diferencias entre PSA y PSMA. Nota: Comparacién del antigeno prostatico
especifico (PSA) y el antigeno prostético especifico de membrana (PSMA). (Chang
Sam S. Vol 6 Suppl 10. 2004. Reviews in Urology).

Por esto, se puede resumir que hay una pequefa diferencia entre el PSA
(antigeno prostatico especifico) y el PSMA, y esa diferencia es la membrana.
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El PSA se produce dentro de las células, se secreta en la sangre y es un

biomarcador circulante util.

EI PSMA esta adherido a la superficie celular. No sale de la célula y no circula
a menos que la célula entera esté circulando (p. ej., como con una célula tumoral
circulante). Por esto, el PSMA es un blanco util en la superficie celular, tanto desde
el punto de vista diagnéstico como terapéutico, porque no esta flotando libre en la
sangre; esta adherido y se puede utilizar tanto para la obtencién de imagenes como

para el tratamiento.

1.6 Inhibidores de PSMA

En principio, los inhibidores de PSMA de molécula pequefa se unen a
PSMA, también llamada glutamato carboxipeptidasa Il, que es una proteasa de zinc

unida a la membrana binuclear.

La elucidacién de la estructura cocristalizada de PSMA con un sustrato y un
inhibidor ha demostrado interacciones electrostaticas entre los acidos carboxilicos
de residuos asparticos y glutamicos y los aminoacidos Arg534/Arg536 y Asn519 de
PSMA. Sin embargo, el bolsillo hidrofébico también puede aprovecharse para
disefar inhibidores. Hay un patrén o secuencia glutamato-urea- lisina (Glu-Urea-
Lys) que se conoce como una secuencia inhibidora de PSMA altamente eficiente.
El desafio es crear inhibidores de PSMA para disefar radiofarmacos manteniendo
las propiedades inhibitorias. (Morgat C, 2019).

El PSMA-11 marcado con %8Ga fue presentado en el afio 2012 y se convirtié
en uno de los radiotrazadores mas utilizados para obtener imagenes PET con
PSMA para estudios de cancer de préstata. En este caso, se puede observar que
las caracteristicas complejas del sitio de unién de PSMA, requiere interacciones

lipofilicas definidas dentro del embudo que flanquea el sitio activo de PSMA.
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FIGURA 9

Propiedades farmacocinéticas y de unién del PSMA marcado con %Ga. Nota:
Propiedades farmacocinéticas y de unién del PSMA marcado con %Ga dirigido a

los inhibidores basados en urea. (Ute Hennrich. Pharmaceuticals 2021, 14, 713).

Las propiedades farmacocinéticas y de unién del PSMA marcado con %Ga
dirigido a los inhibidores basados en urea se ven claramente afectadas por la

composicion exacta del enlazador (linker) y la presencia de fracciones aromaticas.

Si el linker es completamente alifatico (PSMA-Ahx-DOTA), la afinidad y la
internalizacion son bajas o se pierden, respectivamente, y el trazador se localiza
principalmente en el higado sin ninguna senal detectable en el tumor. Al introducir
fracciones aromaticas en la regién del linker como es el caso de PSMA-(AMBA)2-
DOTA, el compuesto exhibe una mejor afinidad y comienza a mostrar una
internalizacion significativa del trazador en la célula tumoral, lo que da como
resultado una captacion tumoral visible y un perfil farmacocinético modificado.
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Para el caso del PSMA-11, el quelante HBED-CC tiene estos requisitos
funcionales por sus fracciones aromaticas y, por lo tanto, interactia bien con el
bolsillo de unién, lo que da como resultado un rendimiento in vivo prometedor de
toda la molécula. (Hennrich U, 2021).

El %Ga se introduce en PSMA-11 a través del quelante N,N9-bis[2-hidroxi-
5-(etileno-b-carboxi)bencilletilendiamina-N,N9-acido diacético (HBED-CC), sin
embargo, el agente quelante HBED-CC no puede formar complejos estables con
los radionuclidos terapéuticos '77Lu, 225Ac por lo que solamente puede usarse para

fines diagnosticos.

HO

radionuclide (**Ga) + chelator (HBED-CC) + targeting motif (Glu-NH-CO-NH-Lys(Ahx))

FIGURA 10

Estructura Quimica de [Ga-68]Ga-PSMA-11. Nota: Estructura Quimica de
58Ga-PSMA-11 (Ute Hennrich. Pharmaceuticals 2021, 14, 713).
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Como consecuencia de esto, se plantea la idea de modificar el PSMA-11 con
fines teranosticos, se introduce el PSMA-617 en el afio 2015.

La clave del PSMA-617 esta en el disefio del linker que desencadena la
unién y la internalizacion de la sustancia a través de una supuesta interaccion de
los aminoacidos rigidos (acido tranexamico) y aromaticos (2-naftilalanina) con
partes rigidas del bolsillo de unién de PSMA. (Cardinale J, 2016).

PSMA-617, puede radiomarcar los radiometales trivalentes
terapéuticamente relevantes '77Lu o 20Y para - terapia y 2?°Ac para o-terapia. La
diferencia entre el PSMA-11 y el PSMA-617 es el quelante utilizado, siendo DOTA
utilizado en la sintesis de [8Ga]Ga-PSMA-617, lo que permite establecer enlaces
estables con radioisétopos terapéuticos, mientras que HBED-CC se utiliza en
[f8Ga)Ga-PSMA-11.

0
/~OH HN HoP A, HO
N/____\N_ 0 |
= OH 0
HO N :‘ 0

Scructures of {a) PSMA-617 and (b) PSMA-| |.

FIGURA 11

Estructura Quimica de PSMA-617 y PSMA-11. Nota: Estructuras de (a) PSMA-617
y (b) PSMA-11. (Elisabeth Eppard. Theranostics 2017, Vol. 7, Issue 18).
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Luego de una extensa evaluacion preclinica, se vié que los inhibidores de
PSMA conjugados con DOTA lograron una mejor internalizacion celular
dependiente de PSMA y mejoraron las propiedades farmacocinéticas con respecto
al PSMA-11. Comparando los tiempos de eliminacion, 1 h después de la inyeccion,
la captacion renal de PSMA-11 no se redujo significativamente a las 24 h después
de la inyeccion, mientras que el PSMA-617 se eliminé casi por completo. Este
cleareance renal rapido de la radiactividad es necesario para reducir la posible
toxicidad de la radiacion (radiotoxicidad) en los rifiones y para evitar posibles

efectos secundarios crénicos a largo plazo. (Kopka K, 2015).
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FIGURA 12

Distribucién en 6érganos de %Ga-PSMA-617 y %Ga-PSMA-11 1 h después de la
inyeccion y 24 h después de la inyeccién. (Reimpreso con permiso de (21). (Klaus
Kopka con permiso de Martina Benesova J Nucl Med 2015; 56:914-920).
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1.7 Necesidad de 'sF-PSMA

Tanto el PSMA-11 como el PSMA-617, en el caso de estudios diagnésticos,

solo pueden ser marcados con %Ga.

El %Ga es un emisor B+, con un ti2 de 67,71 minutos, el cual
mayoritariamente puede obtenerse a partir de un generador %8Ge/%8Ga cuya
actividad ronda los 2,4GBq (64,8mCi), como consecuencia de esto, hay una
limitacion en la cantidad de pacientes a realizar ya que con cada elusion se realizan
de 2 a 4 estudios aproximadamente.

Una alternativa es la produccion a partir de blancos liquidos y sélidos en un
ciclotrén usando la reaccién nuclear %8Zn (p,n) 88Ga. A pesar de que aumentan los
rendimientos de produccion, el ti2 del ®Ga condiciona el traslado a centros de
medicina nuclear alejados, la logistica del traslado debe estar muy bien organizada.

Debido a esta problematica, se instala la idea de marcacién de un inhibidor
de PSMA con "8F cuyo ti2 es de 109,74 minutos.

La ventaja de contar con un generador %8Ge/®8Ga es la disponibilidad del
radionucleido todos los dias. Existen algunas desventajas del 8Ga con respecto al
'8F, por empezar el periodo de semidesintegracion del 8Ga con respecto al 18F,
luego, el rendimiento de positrones del 8Ga es menor en comparacion con el 18F
(89,14 % frente a 96,86 %), lo que aumenta el ruido de la imagen debido a la posible
interferencia gamma inmediata en los datos de PET y afecta negativamente a la
sensibilidad de deteccion. Ademas, la mayor energia de positrones del 58Ga ('8F
633 keV frente a 88Ga 1.899 keV) conduce a que los positrones deban recorrer
mayores distancias para aniquilarse lo que da como resultado una resolucion
espacial mas baja y una capacidad reducida para detectar lesiones que son
pequefas y que estan muy cerca unas de otras. (Pirén S, 2021) (Rodriguez Fraile,
2022).

Es necesario, que el inhibidor de PSMA marcado con '8F forme un par
teranostico con aquellos radionucleidos utilizados en terapia ("77Lu, 225Ac).
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Comparando las moléculas de PSMA mas utilizadas en diagnostico y
teragnosis.

—
PSMA-617 PSMA-11 PSMA-1007

FIGURA 13

Comparacion de Radioligandos de PSMA-617, PSMA-11 y PSMA-1007 basados en
glu-ureido. Adaptacion (Kopka Journal of Nuclear Medicine 2017; 58; 17S-26S).
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Tanto el Glutamato como el Aspartico y la Arginina se encuentran en las tres
moléculas de PSMA (PSMA-11, PSMA-617, PSMA-1007), sin embargo, se pueden
observar algunas diferencias:



Primero, tanto el PSMA 617 como el PSMA-1007 cuentan con la presencia

de un Naftaleno, esto le concede propiedades lipofilicas optimizando el anclaje en

el bolsillo de la proteina GCPII permitiendo un mayor tiempo de residencia en ese

receptor.

PSMA-617

PSMA-11

PSMA-1007

FIGURA 14

Comparacioén de Radioligandos de PSMA-617, PSMA-11 y PSMA-1007 basados en
glu-ureido. (Adaptacion Kopka Journal of Nuclear Medicine 2017; 58; 17S-26S).

Segundo, la molécula de PSMA-1007 contiene un grupo Fenilo, este grupo,

cambia la forma de metabolizacion de esta molécula. Se trata ahora de una

molécula mas lipofilica que el resto, como consecuencia de esto su eliminacién sera

hepato- biliar.
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FIGURA 15

Comparacioén de Radioligandos de PSMA-617, PSMA-11 y PSMA-1007 basados en
glu-ureido. (Adaptaciéon Kopka Journal of Nuclear Medicine 2017, 58; 17S-26S).

Esta propiedad queda demostrada en las imagenes de estudios con los
distintos radiofarmacos (Fendler W, 2023)

Kidney-dominant excretion Liver-dominant excretion

"Ga-PSMA-11 MGa-PSMA-IAT E.DCFPYL F.hPSMA.T 3 "*F.PSMA-1007
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Fig.1 Normal body distribution of PSMA-ligands, [™ GalGa- gland. [""FIF-PSMA-1007 leads to high liver uptake due to hepatic
PSMA-11, [ GalGa-PSMA-I&T. ["FIF-DCFPyL. and ["™F]  excretion. Reference organs for ligands with liver excretion are spleen
F-thPSMA-T.3 applications lead to notable kidney uptake. Bladder and parotid gland. Focal uptake in the pelvic bone is noted on the
retention is high for [** Ga)Ga-PSMA-11, [* Ga]Ga-PSMA-I&T. and  ["FIF-rhPSMA-7.3 PET carresponding to metastatic disease. [** Ga)
[""FIF-DCFPyL and lower for ["*F]F-rhPSMA-7.3. Reference organs  Ga-PSMA-I&T subpart was modified with permission from [ 130]

for hgands with kidney-dominant excretion are liver and parotid

FIGURA 16

Distribucion corporal normal de los ligandos de PSMA. Nota: Distribucién corporal normal de
los ligandos de PSMA. Las aplicaciones de [**Ga]Ga-PSMA-11, [**GajGa-PSMA-I&T,
["*F]F-DCFPyL y ["®F]F-rhPSMA-7.3 conducen a una captacion renal notable. La retencién
vesical es alta para [*°Ga]Ga-PSMA-11, [**Ga]Ga-PSMA-I&T y [*F]JF-DCFPyL. y menor
para [°F]JF-rhPSMA-7.3. Los Organos de referencia para ligandos con excrecion
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predominantemente renal son el higado y la glandula parétida. ["*F]F-PSMA-1007 conduce

a una alta captacién hepatica debido a la excrecion hepatica. Los érganos de referencia

para ligandos con excrecién hepética son el bazo y la glandula parétida. En el PET ['®F]F-

rhPSMA-7.3 se observa captacion focal en el hueso pélvico correspondiente a enfermedad
metastasica. [©°Ga] Ga-PSMA-I&T. (Fendler Wolfgang P. European Journal of Nuclear

Medicine and Molecular Imaging (2023) 50:1466—1486).

Table 3 PSMA-ligands for PET/CT imaging

Characteristic 1% GalGa-PSMA-11  |** Ga]Ga-PSMA-1&T ['*F|F-DCFPyL

|"8FIF-PSMA-1007

'8 FIF-rhPSMA-7.3

Binding motif Urea-based Urea-based Urea-based
Half-life 68 min 68 min 110 min
Dominant excretion Kidney Kidney Kidney
route
Published 2012 [15] 2015 [18.94] 2011 [14).2015 {19]
Status Extensive retrospec- Extensive retrospec-  Extensive retrospec-
tive data: com- tive data tive data: com-

pleted phase 2/3:
Approved*

pleted phase 2/3:
Approved*

Urea-based
110 min
Liver

2016 120]

Extensive retrospec-

tive data: com-
pleted phase 2/3:
Approved*

Urea-based
110 min
Kidney

2020 121

Extensive retro-
spective data:
under phase
3 investigation
(NCT04186819 and
NCTO04186845)

Characteristics and current status. *Refers to regulatory approval for clinical use and distribution on a national or international level

TABLA 5

Ligandos de PSMA para imagenes en PET/CT. (Fendler W European Journal of

Medicine and Molecular Imaging 2023).

1.8 ['®F]-FDG versus ['®F]-F-PSMA-1007

Es sabido que el aumento de la captacién de glucosa y la preferencia por la

glucélisis aerdbica en lugar de la fosforilaciéon oxidativa, incluso en presencia de

oxigeno es considerado una de las caracteristicas metabdlicas de muchos

canceres. Sin embargo, la ['®F]-Fluordeoxiglucosa (['®F]-FDG) suele presentar una

baja captacion en el cancer de préstata debido al crecimiento lento del tumor,

especialmente en las primeras etapas de la enfermedad.
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La ['®F]-FDG -PET podria ser un método de imagen eficiente en canceres de
préstata bajos en PSMA que expresan altos niveles de transportadores de glucosa

y hexoquinasas por lo tanto, hay una mayor captacién de glucosa.
La ['®F]-FDG también podria desempeiiar un papel, junto con las imagenes
de PSMA, en la seleccion de pacientes para la terapia dirigida con PSMA.

Los pacientes con MCRPC (cancer de prostata metastasico resistente a la
castracién) con hallazgos de imagen discordantes en metastasis con alta captacion
de ['8F]-FDG con baja o inexistente captacién de PSMA no se consideran

candidatos para radioterapia molecular. (Hyvékka A, 2021).

38



CAPITULO 2

OBJETIVOS
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2.1 Objetivo General

¢ Sintetizar '8F-PSMA-1007

2.2 Objetivos especificos:

¢ Sintetizar '®F-PSMA-1007 por medio de un médulo de sintesis comercial IBA.
e Optimizacién de la Sintesis.
e Calcular el rendimiento de Sintesis.

e FEvaluar la calidad del radiofarmaco: pureza radioquimica, pureza

radionucleidica.
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CAPITULO 3

SINTESIS

41



3.1 Introduccion

La marcacion del PSMA-1007 con '8F se llevd a cabo en el Laboratorio de

Radiofarmacia perteneciente a la Fundacion Centro Diagnéstico Nuclear.

Se eligi6 el PSMA-1007 ya que es una molécula desarrollada por la
Universidad de Heidelberg (Alemania) libre de patentes, usada para investigacion

de nuevos radiofarmacos sin posibilidad de patentarlos.

Para la marcacion se eligié un método que se pueda llevar a cabo en uno de
los médulos de sintesis automatizado (IBA), y posteriormente se realizé el Control

de Calidad para evaluar el radiofarmaco obtenido.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales

Para la obtencion de '8F se parti6 de Agua enriquecida en 80 Marca Taiyo

98% de enriquecimiento adquirida en Taiyo Nippon Sanso.

Es necesario contar con el Procesador de Fluido Integrado (IFPTM)
desechable para el médulo Synthera IBA, el cual cuenta con ocho valvulas
rotatorias, dos contenedores para los cartuchos, dos contendores de reactor, un
reactor de vidrio, agujas, y un dispositivo de seguridad para las agujas todo esto se

encuentra dentro de una bolsa estéril.

El kit de reactivos para la marcacion de PSMA-1007 fue adquirido en ABX
(Advanced Biochemical Compounds) y cuenta con:

- Vial 1: 600ul de una solucién de TBA-HCO3 0.075M (Tetra butil amonio)
- Vial 2: 1,5ml de Dimetil Sulféxido para disolver el Precursor

- Vial 2b: Precursor PSMA-1007

- Vial 3: 33ml de Solucién de Etanol al 5%

- Vial 4: 6,0 ml de Solucién de Etanol 25%

- Vial 5: Solucién Fisiolégica
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- Vial 6: PBS (Buffer Fosfato salino)

- Cartucho de Separacion Sep- Pack Light QMA
- Cartucho Sep- Pack C18

- Cartucho Macherey- Nagel SCX

3.2.2. Métodos

3.2.2.1 Preparacion del Médulo de Sintesis Synthera V2 IBA.

Previo al envio de '8F a la celda de sintesis, se debe acondicionar el médulo
Synthera V2 para la sintesis de '"®F-PSMA-1007.

FIGURA 17

Foto Médulo Synthera V2 IBA.
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En una campana de flujo laminar, colocar los frascos de reactivos, jeringas,

agujas y sacar el Procesador de Fluido Integrado (IFPTM) de su envoltorio estéril.

Revisar que el IFPTM se encuentre en buen estado, que cuente con todas las

valvulas y que las tuberias estén sanas sin obstrucciones y conectadas. Las valvulas

deben estar en posicion vertical antes de la carga en el médulo

FIGURA 18
Foto Posicién de Valvulas en el IFP™ para Médulo Synthera V2 IBA.

Disolver el precursor PSMA-1007 con 1,5ml de Dimetil Sulféxido. Colocar los

frascos en la posicion que corresponde:

Vial 1: Posicion Frontal Izquierda

Vial 2b: Posicion Posterior Izquierda

Vial 3: Posicion Posterior Derecha a través del tubo conector, aguja y filtro
Vial 4: Posicion Frontal Derecha

Cartucho QMA: Posicién Frontal

Cartucho C-18: Posicion Posterior

Cartucho SCX: conector del tubo de salida

Solucién para Colect Vial: Colocar 10ml de Solucion Fisiolégica
conteniendo 75mg de Ascorbato de Sodio.
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FIGURA 19

Esquema Mddulo Synthera V2 IBA.

IFP™

Colect Vial con

/ Cartucho SCX

Vial 3: Etanol 5%

FIGURA 20
Foto Médulo Synthera IBA.
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Desde el software IBA, el operador se loguea y abre el programa cargado

para '8F-PSMA-1007 y sigue las instrucciones, se carga el IFPTM, se conectan las

tuberias y el programa se encarga de realizar todas las verificaciones previas a la

sintesis. El software indica cuando todo esta en condiciones para iniciar el proceso,

en ese momento se retira la pieza de seguridad verde, se cierra la celda de sintesis

a la espera del '8F proveniente del ciclotron.

3.2.2.2 Obtencion del "®Flaor

Para la obtencion de '8F se irradié Agua enriquecida en 80 en un Ciclotrén

Siemens Eclipse RDS111 mediante la reaccién nuclear.

180(p’n)18F

Las condiciones de irradiacién fueron las siguientes:

Irradiacién | Hora | Hora | Tiempo | Actividad | Rendimiento | Corriente | Agua | Blanco
de de De Entregada (mCi/uA) (uA)
Inicio | Fin | Irrad (mCi)
(min)
1 10:20 | 11:15 63 2270 141 50 TAIYO | BL1
2 10:50 | 11:30 44 2130 151,7 59 TAIYO | BL1
TABLA 6

Tabla con Condiciones de Irradiacion. Operacién de Ciclotron-FCDN.

Una vez que se cumpli6 el tiempo de irradiacion, el agua fue transportada al

frasco colector que se encuentra dentro de un activimetro dentro de la celda de

sintesis.
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FIGURA 21

Foto Colector de H20'8 Nota: Foto Colector de Agua H20'8 jrradiada en Camara de

lonizacion dentro de la Celda de Caliente.

3.2.2.3 Medicion de la actividad con activimetro

Se midi6 la Actividad de '8F dentro de la Celda de Sintesis:
Irradiacion 1: 2.030 mCi.
Irradiacion 2: 2.070 mCi.

3.2.2.3 Descripcion del Proceso.

Una vez que se mide la actividad de '8F a partir del agua irradiada proveniente
del ciclotrén, comienza el proceso de sintesis.

El '®F es retenido en el cartucho QMA (quaternary ammoniumchloride
polymer), el agua pasa a través del cartucho y es colectada en un vial colector junto
con las impurezas cationicas metalicas provenientes del blanco. Posteriormente el
ion Fluoruro se eluye con 600ul de una solucién acuosa estabilizada con etanol de
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TBA-HCO3- 0.075M. El anién HCO-3 eluye el anion ['®F]F- y el TBA+ actia como
catalizador de transferencia de fase en la reaccion de Sustitucion Nucleofilica.

Se lleva a secado con ayuda de flujo de gas Nitrégeno y vacio. Se agrega el
1,0 mg de precursor en 1,5ml de DMSO y se calienta durante 10 minutos a 85°C
para realizar la marcacién. Se toma esta mezcla de reaccién con 4ml de etanol al
5% y se pasa por el cartucho C-18, esto permite purificar el producto de impurezas
hidrofilicas. Se lava veces con 5ml de etanol al 5%. El producto se eluye con 5ml de
Etanol al 25% pasa por el cartucho SCX y se recoge en una solucién fisiolégica con
ascorbato de sodio. La adicion se ascorbato de sodio es para estabilizar el producto

final, se demostré la estabilidad con la adicién de ascorbato por 8hs adicionales.

Se transfirié el producto final a la celda de fraccionamiento en donde se llevo
a cabo primero la medicion de la actividad obtenida luego de la sintesis, luego se

fraccion6 la muestra que se envié a Control de Calidad.

3.2.2.4 Sintesis de ['®F]F-PSMA-1007

La sintesis de ['8F]F-PSMA-1007 es una sustitucion aromatica nucleofilica.

El ion '®Fluoruro, es un buen nucleofilo, en soluciéon acuosa forma puente de
Hidrégeno y se convierte en un anion no reactivo para sustitucién nucleofilica. Sus
propiedades nucleofilicas mejoran con la adicién de un catalizador de transferencia

de fase como es el TBA (Tetra Butil Amonio).

El catalizador de transferencia de fase (PTC) aloja a la molécula como un
complejo dentro de su cavidad con un mecanismo similar a las interacciones
enzima/sustrato. Los PTC son solubles tanto en medio acuoso como organico;
transfieren al ion '8Fluoruro de la fase acuosa a la fase organica, cuando se elimina
el agua del medio, el complejo PTC/'®Fluoruro se solubiliza en el disolvente organico

deseado.
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FIGURA 22
Esquema Molécula de TBAHCO-3.

El TBAHCO-3 tiene estabilidad térmica, la evaporacion se lleva a cabo a
aproximadamente 95°C.
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FIGURA 23

Formacién del Complejo de TBA con 8Fluor.

Una vez formado el Complejo TBA-'8Fluor, se realiza el ataque nucleofilico
al precursor, la marcacion se lleva a cabo durante 10 minutos a 95°C. Es una

sustitucién aromatica nucleofilica.

Para llevar a cabo una sustitucién aromatica nucleofilica es necesario que el
anillo se encuentre activado, la presencia de buenos grupos salientes ayuda la
sustitucién, estos grupos pueden ser la sal de triamonio y el grupo nitro. Usualmente
las sustituciones aromaticas nucleofilicas se llevan a cabo a temperaturas cercanas
a los 100/110°C, pero para la fluorinacién aromatica en el grupo triamonio se utilizan
temperaturas mas bajas, por ello también se usa el DMSO como solvente ya que es
estable a esta temperatura.
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Reaccion de Sintesis de ['®FJFPSMA-1007. Nota: Esquema de radiosintesis of
['®FJPSMA-1007. TBAHCOS3: Tetra butil amonio hidrogen carbonato, TBAF: Tetra
butill amonio fluouro; DMSQO: Dimetil sulféxido. (Jens Cardinale Pharmaceuticals
2017, 10, 77).

Una vez llevada a cabo la marcacion, el producto final pasa a la etapa de
purificacién. Primero interviene un cartucho de C-18. Un cartucho de C-18 esta
hecho con una base de silice derivatizado con cadenas de C-18, debido a su
naturaleza apolar, se trata de un cartucho que purifica el producto final de impurezas
polares y el DMSO. Retiene en ["®FIFPSMA-1007 mientras que las impurezas son
eliminadas en el frasco de desechos.

EL cartucho SCX (Strong Cation Exchange) retiene impurezas catidnicas

como ser el TBA.

El ['"®F]FPSMA-1007 purificado es eluido con el etanol al 25%.
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3.3 Resultados y Discusiones Parciales

Batch Hora | Hora | Actividad | Tiempo | Actividad | Rendimiento | Rendimiento
De | Final Inicial (min) Final Corregido
Inicio (mCi) (mCi)
23011701 | 11:32 | 12:06 | 2030 0:34 1120 55,2 68,4
23020301 | 11:36 | 12:19 | 2070 0:43 1180 57,0 74,8
TABLA 7

Registro de Produccién de ['8F]JF-PSMA-1007 Radioquimica-FCDN.

Las actividades ingresadas en el médulo fueron similares y los rendimientos
de las sintesis fueron optimos tal cual lo informado en publicaciones cientificas.

Las curvas que se obtuvieron en el registro de los procesos fueron las

siguientes:
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FIGURA 25

Gréfico Correspondiente a las Sintesis de ["®FJFPSMA-1007 Lote 23011701.

52



Begin End Total time

Run: 11:31:40 12:16:53 00:45:13

220

200 i "\ N M-
180

160 \\

Pressure [kPa|
8 B ¥
Fd
i 4
°c388858838833
(2. ammiadwa) ¢ [1D] vogepey

[ JULLL

0 5 10 15 20 25 30 I 40
Time [min]

FIGURA 26
Gréfico Correspondiente a las Sintesis de ["FJFPSMA-1007 Lote 23020301.

No se observan modificaciones en los reportes graficos, la marcacion fue
exitosa, de acuerdo con los valores esperados.
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CAPITULO 4

CONTROL DE CALIDAD




4.1 Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (WHO), el término "control de
calidad" se refiere a la suma de todos los procedimientos realizados para garantizar

la identidad y la pureza de un producto farmacéutico en particular.

El control de calidad de ['8F]F-PSMA-1007 se basa en la Farmacopea
Europea que establece ensayos a llevar a cabo de manera de evaluar parametros

fisicos, quimicos y microbiolégicos para asegurar la calidad del radiofarmaco.
- Ensayos Fisicoquimicos.
- Apariencia.
- pH.
- Pureza Radioquimica
- Pureza Quimica:
- Pureza Radionucleidica.
- Ensayos Biologicos.
- Endotoxinas.

- Esterilidad.

Siglas de los Ensayos
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Eficiecia
TLC: Cromatografia en Capa Delgada

CG: Cromatografia Gaseosa
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PARAMETRO METODO CRITERIO DE ACEPTACION
APARIENCIA | Visual Solucién incolora o levemente

amarillenta, transparente, libre de
particulas
pH Potenciométrico 4,5-8,5
o tiras de pH
IDENTIDAD HPLC Rt £ 0.5 min del standard de
referencia
PUREZA HPLC 295 %
RADIOQUIMICA TLC > 95 %
PUREZA Semiperiodo 110 £ 5 min
RADIONUCLEIDICA Espectroscopia 511 keV 2 99.9%
Gamma 1022 keV
PUREZA HPLC PSMA-1007: < 0.1
QUIMICA mg/Vmax

Otras impurezas: < 0.1
mg/Vmax

Suma de todas las

impurezas: < 0.5 mg/VVmax

TBA: = 2.6 mg/Vmax

TLC
Acetonitrilo: < 4.1
CG
mg/Vmax
DMSO: = 50 mg/Vmax
EtOH: =10% VIV
Acetona: < 50 mg/Vmax
ENDOTOXINAS Test LAL <175 IU/NVmax

INTEGRIDAD DE FILTRO | Punto de Burbuja 2 3.5 bar (Cathivex-GV 0.22 ym)
ESTERILIDAD Post liberacion Estéril
TABLA 8

Criterios de Aceptacion para [8FJF-PSMA-1007 basados en European
pharmacopoeia. Vmax: 10ml por paciente.
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Se realizaron los ensayos de Apariencia y Pureza Radioquimica. Debido a la
falta de estandares y columnas para el equipo de HPLC propios para el control de
calidad de ['®F]F-PSMA-1007, se realizé la Pureza Radioquimica segun el protocolo
de control de calidad de TLC para 58Ga-PSMA-11.

La Pureza Radioquimica se define como la fraccion porcentual de
radiactividad del radionucleido declarado que esta presente en la Preparacién
Radiofamacéutica en la forma quimica declarada con relacion a la radiactividad total
de ese radionucleido (Guia para la evaluacion de solicitudes de autorizacion de
comercializacion de preparaciones radiofarmacéuticas- Serie de Guias ANMAT —
SG007-Afo 2014)

4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Materiales
4.2.1.1 Apariencia

Para el ensayo de Apariencia se necesita una jeringa y un tubo eppendorf

FIGURA 27
Foto Campana de Control de Calidad- Laboratorio Control de Calidad FCDN.
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4.2.1.2 Pureza Radioquimica

Se utilizaron placas cromatograficas de 1,5cm x 10cm de papel para
cromatografia de microfibra de vidrio impregnada en Silica Gel (TLC-SG) y una radio
TLC Elysia-raytest miniGita (PET).

Como Fase Movil se us6 una mezcla de Acetato de Amonio 77g/l /Metanol
(50:50)

FIGURA 28
Radio TLC Elysia-raytest miniGita (PET) https://www.elysia-raytest.com.
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4.2.2 Métodos

4.2.2.1 Descripcion Ensayo de Apariencia

Este ensayo se realiza detras de un vidrio plomado. Tomar la muestra del
radiofarmaco con una jeringa, dispensar el contenido de esta a un tubo eppendorf y

observar el aspecto de la solucion.

4.2.2.2 Descripcion Ensayo de Pureza Radioquimica

Tomar la placa cromatografica, marcar con un lapiz a 1cm del limite inferior y
a 5cm aproximadamente que es la linea hasta donde se dejara llegar el solvente.
Se siembran 2l de muestra.

Verter en la camara/cuba cromatografica la fase mévil de manera de tener
una altura de 3mm de mezcla aproximadamente. Tapar para dejar que se sature la
atmésfera de la camara.

Depositar la placa sembrada en la cuba y esperar el tiempo necesario para
llegar a la distancia estipulada de corrida. Retirar la placa.

Colocar en el radio scanner (TLC Scaner Gina miniGita star), realizar la

corrida hasta obtener la/s curvas.

4.3 Resultados y Discusiones Parciales

4.3.1 Apariencia

El ensayo de apariencia fue satisfactorio, ambas muestras de los Lotes
230117 y 230203 fueron transparentes, con una leve coloracion amarillenta, libre de
particulas.
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4.3.2 Pureza Radioquimica

Los resultados obtenidos de la radio TLC fueron:

TLQ
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FIGURA 29
Gréfico de Ensayo de Pureza Radioquimica con radioTLC Produccién 23011701.
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Sample description

Study: ENERO 2023

Measurement: PRUEBA F-PSMA started: 17/01/2023 12:25 p.m.
Method: 68 GALIO Date: 11/01/2023 07:40 am.

Origin: 10 mm Front: 60 mm

Meas. time:  0:02:02 h:m:s Resolution: 0,33 mm

High voltage: 675.0 V

Op: CC

Radio detector: Elysia-raytest miniGita (PET) Serial Nr: 1901334
Software Version: 6.3, Build 6411

Integration TLC

Substance R/F %Total Type Area %Area R'T
% Counts % mm

18F-PsMA 1,033 90.60 DD(M) 299380.0 100,00 61,31
Sum n - - - 299380.0 100,00 -
ROI
Total area - - - 3304330 - -
Area - - - 153280.0 - =
(total) RF

FIGURA 30

Informe Descriptivo Ensayo de Pureza Radioquimica con radioTLC Produccién
23011701.
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FIGURA 31
Gréfico de Ensayo de Pureza Radioquimica con radioTLC Produccién 23020301.
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Sample description

Study: ENERO 2023

Measurement: 18F-PSMA C. started: 03/02/2023 01:19 p.m.
Method: 68 GALIO Date: 11/01/2023 07:40 a.m.

Origin: 10 mm Front: 60 nun

Meas. time:  0:02:02 h:m:s Resolution:  0.33 mm

High voltage: 675.0V

Op: CC

Radio detector: Elysia-raytest miniGita (PET) Serial N1: 1901334
Software Version: 6.3. Build 6411

Integration TLC

Substance R/F %Total Type Area %Area R/T
% Counts % mm

Reg #1 0.928 88.59 DD(M) 74932.00 100.00 56.24

Sum in - - - 74932.00 100.00 -

ROI

Total area - - - 84579.00 - -

Area - - = 70319.00 - -

(total) RF

FIGURA 32

Informe descriptivo de Ensayo de Pureza Radioquimica con radioTLC Produccion
23020301.

En las dos producciones realizadas la pureza radioquimica fue mayor al 95%

con un '8F libre menor al 1%.

Si bien la fase movil utilizada para el ensayo de ['8F]F-PSMA-1007 es
Acetonitrilo/Agua 60:40 v/v y el usado fue el protocolo de %8Ga-PSMA-11 con una
mezcla 50/50 v/v de Acetato de Amonio/Metanol, las polaridades de estas mezclas
no difieren demasiado, por lo que estimamos que seria el protocolo mas cercano al
recomendado por la Farmacopea.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVA A FUTURO
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5.1 Conclusiones

El objetivo de este Trabajo Final fue la sintesis de ['®F]F-PSMA-1007 en un

modulo comercial con altos rendimientos de marcacion.

Se tomé como referencia el trabajo “Procedures for the GMP-Compliant
Production and Quality Control of ['®FJPSMA-1007- A Next Generation
Radiofluorinated Tracer for the Detection of Prostate Cancer” de Cardinale en el cual

se describe la sintesis de este radiofarmaco con diferentes médulos automatizados.

Se eligio realizar la marcacion con el Médulo Synthera® V2 IBA, se trata de
una sintesis de un solo paso con una purificacion final con un cartucho que simplifica

el proceso, con buenos valores de rendimiento.

Los rendimientos de sintesis corregidos fueron 684% y 74,8%
respectivamente, en concordancia con la publicaciéon, por lo que no hubo que
modificar ningun parametro (temperatura, presién, tiempo).

Queda claro, que a pesar de no poder realizar los controles de calidad
establecidos por la Farmacopea para ['®F]JF-PSMA-1007, el resultado obtenido con
el protocolo de %8Ga-PSMA-11 fue mayor al 95%, este valor confirma el éxito de la

sintesis.
5.2 Perspectiva a Futuro

Es necesario adquirir nuevos insumos para el médulo Synthera V2 IBA, asi
poder llevar a cabo mas pruebas y evaluar la reproducibilidad de los resultados.

Se planted la idea de probar la sintesis en el médulo TRASIS ALL IN ONE,
poner a punto el método, de manera de contar con mas opciones de marcacion;
para llevar a cabo esta prueba es necesario adquirir los insumos TRASIS.

A mediano plazo, es necesario contar con los estandares para realizar los
controles de calidad propios de ['®F]F-PSMA-1007 y poner a punto las técnicas,
validar los procesos y realizar un estudio de estabilidad del radiofarmaco.
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En lo personal, he planteado mi compromiso para seguir colaborando con
desarrollo del proceso de obtencion de ['®F]F-PSMA-1007 a la espera de la
aprobacion del radiofarmaco por parte del ente regulador INAME-ANMAT.
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