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Resumen

La tomografia por emision de positrones (PET) es una técnica de diagndstico por imagen
gue emplea radiofarmacos emisores de positrones. La elaboracién de los radionucleidos
mas utilizados en la actualidad en PET, se realiza por medio de ciclotrones. La gran
mayoria de estos radiofdrmacos que son utilizados para diagndstico son de periodo de
semidesintegracién muy corto y desafortunadamente no todos los centros médicos tienen
las posibilidades econdmicas de tener un ciclotron para la produccién de estos
radioisétopos. Existe la posibilidad de la utilizacion de generadores, lo que hace posible el
acceso a diversos radiofarmacos en centros PET sin ciclotron, promoviendo los estudios
PET y haciendo posible el esparcimiento de la técnica. El objetivo de éste trabajo es el
andlisis de la produccién de Galio-68 por medio de generador de Ge®®/Ga®, los métodos
de control de calidad que se le aplican y en qué casos clinicos es empleado , ya que ha
llegado a ser de gran interés clinico para obtencién de radiofarmacos emisores de

positrones.



CAPITULO |

1.1 Introduccion

En este trabajo se ha realizado un estudio y andlisis de los procedimientos de obtencion
del %8Ga como radiofdrmaco, colaborando con los protocolos de control de calidad que se
deben de realizar posterior a su sintesis. Cual sea el objetivo del radiofarmaco que va ser
destinado al paciente (ya sea para fines de diagndstico o tratamiento de alguna patologia),
debe de contar con un sistema de calidad que garantice y asegure que el radiofarmaco
cumpla con los siguientes parametros Optimos: pureza e identidad quimica vy
radioquimica, pureza e identidad radionucleidica, controles de endotoxinas bacterianas
entre otros ensayos, para ser aplicado con confiabilidad al paciente.

Hoy en dia el ®8Gaha llegado a ser un radionucleido muy util en centros médicos para fines
de diagndstico por medio de la tomografia de emision de positrones (PET)/tomografia
computarizada (CT). Se han desarrollado nuevas técnicas para implementar al ®8Ga no solo
para fines de diagndstico que comuinmente es utilizado, sino también para utilizarlo como
terapia concomitante con otros radionucleidos como 7’Lu o °Y para tratamiento del
tumor. Ha sido de gran interés para estudios en tumores neuroendocrinos, por lo que es
muy utilizado en pacientes y actualmente se encuentran en el desarrollo nuevos kits de
marcacién para favorecer su aplicacién. Se requiere de generadores de %8Ge/%8Ga para su

produccién, siendo una ventaja a nivel econdmico para muchos en hospitales y centros



médicos, que no poseen los medios financieros para la implementacion de un ciclotron de
produccién.

El %8Ga fue uno de los radionucleidos que se desarrollaron a muy temprana edad para ser
aplicada en imdagenes médicas, siendo obtenido por la primera generacién de generadores
de %8Ge/®Ga en los afios 60, que proporcionaban eludios de ®Ga-EDTA. Hubo mejoras en
los trazadores y los sistemas de deteccion tomografica, principalmente para obtener

imagenes del cerebro humano.

A finales de los 70s fue decayendo su uso por dos razones: el disefo del generador parecia
inadecuado para todos los requisitos de sintesis radiofarmacéutica del ®8Ga llegando a
tener una relevancia menor y la aparicion de nuevas mejoras tecnoldgicas con el

desarrollo de nuevos radiofdrmacos de diagndstico marcados con *°™Tc y 8F.

En los afos 80 se empezaron a implementar matrices inorganicas y resinas organicas para
adsorber selectivamente el %8Ge e ir proporcionando el 8Ga y a principios del siglo XXI
empezaron surgir nuevos generadores empleando como eluyente acido clorhidrico.
Introduciendo inmediatamente al ®8Ga para ser aplicado en resonancias magnéticas y

SPECT. (Razbash, 2005)

Pero su éxito mas relevante fue cuando se utiliz6 la marcacién de ®8Ga- DOTA-octredtidos
para PET/CT en lugar del !In-DTPA octreoscan. Ocasionando a partir del afio 2000, un
alto uso del %8Ga.Esto le abrid caminos en la aceptacién clinica como trazador para
imagenes neuroendocrinas y ademas aportando una mejora en los generadores de

68Ge/%Ga para la medicina nuclear moderna. Teniendo un gran impacto favorable,



siguiendo asi a los trazadores basados en *°™Tc-,*8F- y yodo radioactivo. (Baum and F.

Rosch, 2013)

Los generadores hoy en dia estan basado en TiO; o SnO2;el rendimiento del eluido de galio
se encuentra entre el 70%-80% cuando el generador es nuevo, con un decaimiento mas o
menos pronunciado en el tiempo, con niveles de Germanio de alrededor de 0,01-0,001%,

aumentando este porcentaje al incrementar el tiempo de uso del generador .



1.2 Objetivo

El objetivo de este trabajo consiste en el analisis de los métodos de obtencién del ®8Ga, asi
como de los sistemas de control de calidad del producto terminado, con énfasis en la
practica de controles de calidad de radioisétopos y radiofdrmacos utilizados en medicina
nuclear, con fines diagndsticos y terapéuticos del control de calidad radioquimico del

mismo.



CAPITULO I

Marco tedrico

La tomografia por emision de positrones, conocida también como PET por sus siglas inglés
(Positron Emission Tomography), es una técnica nueva que se ha empleado para el
diagndstico e investigacidon por imagenes, que se han caracterizado por una excelente
calidad de resolucién, permitiendo visualizar y medir la concentracién de radioisotopos
emisores de positrones dentro del paciente. Se considera un gran avance en la tecnologia
ya que es unatécnica no invasiva, por lo que el paciente no se ve afectado durante el
proceso y se basa en la deteccion por coincidencia de los dos fotones de 511 keV emitidos
en el proceso de aniquilacién de positrones. Para poder aplicar esta técnica se necesita
sintetizar radiofarmacos que deben reunir una serie de caracteristicas que vaya a fin con
el tejido tumoral que se busca diagnosticar para realizar el estudio. La mayoria de los
radioisdtopos que se requieren para producir estos radiofdrmacos, son obtenidos a partir
de un ciclotron, ya que poseen periodos de semidesintegracion relativamente cortos
(aproximadamente menos de dos horas), como es el caso del ¥F !Cy O entre
otros.Desafortunadamente no todos los centros médicos tienen las posibilidades

econdmicas de tener un ciclotrén para la produccion de estos radioisétopos, por lo que se



ha visto la necesidad de obtener radioisétopos emisores de positrones a partir de
generadores con el fin de poder verse beneficiado con esta nueva técnica de PET, que trae

grandes aportes para el diagndstico de imagenes médicas.

Un generador estd constituido por un sistema formado por un par madre-hija, que al no
ser is6topos del mismo elemento poseen distintas propiedades quimicas. Esto permite la
separacion selectiva del nucleido hija mediante procesos quimicos. Los atomos del
radionucleido hija producidos por decaimiento de la madre permanecen en el generador

hasta una nueva separacion.

La Farmacopea Argentina expresa lo siguiente: Cualquier sistema que incorpora un

radionucleido madre fijado a una matriz apropiada, a partir del cual se produce un

radionucleido hija, la gue se eluye o separa de la madre por cualquier método apropiado.

La hija serd empleada en una preparacion radiofarmacéutica.

Un generador debe de cumplir ciertas caracteristicas ideales entre ellas se pueden

mencionar:

- El eluido debe ser estéril y libre de pirogenos

- Los eluyentes deben tener una concentracion salina compatible con la

administracion en pacientes

- Elalmacenamiento debe de estar en condiciones de temperatura ambiente.



- La eficacia de separacién debe ser alta, esto quiere decir sin presencia de

radionucleido madre en el eluido.

- El periodo de semidesintegracion del nucleido madre debe ser lo suficientemente
corto para facilitar la regeneracion del hija y lo suficientemente largo para que el

generador tenga una duracion adecuada.

- Las propiedades quimicas del radionucleido hija deben permitir la preparacion de

radiofarmacos por medio de equipos reactivos o kits frios.

- El producto del decaimiento del nucleido hija debe ser un nucleido estable o de

periodo de semidesintegracion muy largo.

- La proteccién del sistema madre-hija debe ser sencilla y el sistema facilmente

recargable.

- El procedimiento de separacién se debe llevar a cabo sin gran intervencion del

operador, bajo normas de proteccidn radioldgica.

Este radionucleido posee un periodo de semidesintegracion de 68 min y es generado a

partir de un radionucleido con un periodo relativamente largo, (287 dias) que es el ®Ge.

68Ge captura Electrénica ®8Gace, pr®8Zn (estable)
> —"

T¥%=270.95 dias T¥=67.71 min
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El 8Gaposee propiedades fisico — quimicas muy favorables por lo que seloconsidera como
el segundo radioisétopo emisor B* (después de 8F) mas importante y eficientemente
utilizado en PET, con las siguientes caracteristicas: La alta abundancia de emisionde
positrones y la buena resolucién de imdgenes en PET, son las caracteristicas mas
Importantes del ®®Gacuando es utilizado para la obtencidn de imagenes biomédicas.
Decae porB*(con el rayo gamma de aniquilacion de 511-keV de 178,2% de intensidad) se
produce en 89,14% de los atomos por lo que le atribuye como uno de los emisores
positrones de menor pérdida de resolucién interna como resultado de la aniquilacion
(Yang D, 2009). La radiacién de positrén de 836,02 keV da una resolucién de imagen PET
de aproximadamente 2,3 mm (en hueso) a 11,5 mm (en pulmodn) para tejidos vivos (en
comparacidon con 0,65-2,7 mm en el caso de 2F). Estos valores estdn dentro de la
resolucién del sistema de cdmaras PET modernas (4-5 mm) e incluso en sistemas PET de
alta resolucién (3 mm). Otra ventaja es que no hay un impacto gamma asociado en las
imagenes de PET. Llas cantidades de emisiones gamma asociadas son
insignificantes(0,03407%) y estas caen dentro de una ventana de energia de 350-700 keV,
sin causar un impacto importante en las imagenes (Yang D, 2009). Desde el punto de vista
de la radiacién, el®®Ga se ajusta bien dentro de los pardmetros de seguridad de la
radiacién convencional. Otra ventaja que presenta el ®8Ga es desde el punto de vista de
economia y conveniencia, ya que su obtencion en el sitio de uso puede realizarse con un
sistema generador lo que asegura la disponibilidad del radiofarmacos en centros médicos
donde requieren la aplicacion a pacientes y que se encuentran alejados de los centros

nucleares de produccién, ademas de que ofrece rentabilidad y disponibilidad. Esto

11



debido a que el nucleidode la madre (°8Ge) tiene una vida Util de aproximadamente un

afo y por cual puede aportar ese beneficio, desde el punto de vista costo-efectivo.

Se han realizado investigaciones dondese demuestran propiedades importantes que
posee el Galio, como lo es su alta afinidad a tejidos tumorales, la marcacién para
radiofarmacos resulta la favorable y la buena disposicién de unirse a biomoléculas, esto
porque al tener un periodo de semidesintegraciénde 68 minutos hace que se ajuste a la
farmacocinética de muchos péptidos y otras moléculas pequefias debido a la rdpida
difusidn, localizacién en la diana y el rapido aclaramiento sanguineo , favoreciendo por
ende a los estudios de diagndsticos y acercandose a las caracteristicas ideales que debe
tener un radiofdrmaco.Ademas el ion®Ga3* forma complejos estables con gran variedad
de quelatos monofuncionales y bifuncionales, por lo que se acopla bien a biomoléculas
transportadoras.

El Ga-68 ha tenido significantes aplicaciones en la practica de la medicina nuclear, entre
las cuales se puede incluir #8Ga-EDTA importante para el diagndstico a nivel de barrera
hematoencefalica, el Ga®®-DOTA-TOC que también es utilizado para PET, pero va enfocado
a los receptores de somatostatina para la obtencion de imdgenes de tumores
neuroendocrinos. Y Ga®®-DOTA-bombesina para imagenes PET a nivel gastrointestinal y

cancer de prostata.
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2.4 Generador 8Ge / %8Ga

Hay diversos tipos de generadores a nivel comercial, en general los generadores %8Ge /
%8Ga se basan en la técnica de columna y utilizan materiales adsorbentes para la columna
del generador y soluciones acuosas acidas o alcalinas que contienen agentes complejantes
como eluyentes que ayudan a separar al 8Ga por elucidn a partir de su precursor®®Ge, que
queda fijo en la columna. El desarrollo de diversos generadores de Galio busca
proporcionar una eluido adecuado para la aplicacion biomédica, esto incluye un
adsorbente que fije al nucleido madre ®8Ge, un eluyente adecuado para la elucién del
nucleido hija®®Ga. Se utilizan los generadores de %%Ge / 68Ga que usan diéxido de estafio,
oxido de titanio 6 adsorbente de silice gel para que la retencién sea adecuada. Pero en la
actualidad, los generadores mas disponibles son los de didxido de titanio, utilizando como
elucién una solucion de HCl 0.1 M. Los adsorbentes utilizados en esta tecnologia de
generadores buscan una alta especificidad de separacion quimica, pero ademas requieren
tener una alta resistencia a la radiacion y estabilidad quimica. El generador %8Ga a utilizar
debe ser altamente resistente a la radiacidn debido a la alta tasa de dosis entregadapor el
positrén y la radiacion gamma emitida por el ®8Ge/®®Ga, durante toda la vida util del
generador que por lo general es larga, ya que el periodo del nucleido madre 8Ge es largo.
Los componentes que constituyen al generador deben ser no metdlicos con el fin de evitar
iones metélicos que pueden llegar a ser contaminantes del eluido de 8Ga. La columna
cromatografica del generador y los discos situados en los extremos deben de estar hechas

de cuarzo o algin material plastico como el polieteretercetona, y no componentes de

13



vidrio borosilicato para evitar la lixiviacion de iones metdlicos en la solucion de ®8Ga

durante el proceso.(Baum y Résch, 2013)

Para aplicar con éxito la marcacién del Ga para la produccién de radiofarmacos para el uso
de trazadores en imagenesPET, el eluido de ®Ga debe evaluarse en base a tres
pardmetros importantes:

1. Por razones de seguridad radioldgica, se busca que la solucién del %8Ga generada
debe ser de muy alta pureza radionucleidica, esto quiere decir que la
contaminacién de nucleidos®®Ge en la solucion de ®8Ga deberia de ser muy baja.
(menos de 103 %) esto debido al largo periodo de semidesintegracion del
radionucleido madre. Las impurezas quimicas como los iones metdlicos deben de
mantenerse lo mas bajo posible, para evitar toda reaccion quimica de coordinacién
que pueda aparecer reduciendo el rendimiento de la radiomarcaciéon del #8Ga.

2. La solucién del ®8Ga con alta concentracidon de actividad, también es un factor
importante que afecta la capacidad de la radiomarcacion del ®8Ga, a nivel de
cantidades nanomolares de trazadores, utilizados en imagenes moleculares de
rutina.

3. El eluido de ®8Ga debe de estar libre de agentes complejantes y quelantes que
pueden perjudicar a la complejacién del ion Ga*?

Todos estos pardmetros permiten aplicar correctamente los procesos de marcacion de los

productos radiofarmacéuticos que van a ser utilizados para las iimagenes de diagnodstico
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PET. Es importante ademads que el eluido de ®8Ga sea purificado utilizando columnas con
resinas de intercambio idnico.

Como se habia mencionado anteriormente el generador %8Ge/%%Ga mas utilizado a nivel
comercial esta basado en una columna cromatografica de intercambio anidnico con una
fase solida de TiO2 (didxido de titanio) en donde se va encontrar adsorbido el ®8Ge. (Lopez,
2010).

Este tipo de generadores trabajan ademas con una fase movil de HCI 0.1 M, teniendo
dentro de sus especificaciones una vida util de hasta 2 afios, con un rendimiento 60% de
%8Ga en 3-5 mL de eluido y 0.001- 0.005% de®8Ge. (Morin, 2012)

Pero por lo general para mantener un mejor rendimiento se utilizan aproximadamente un
afo, que abarca el periodo del nucleido madre, ya que conforme pasa el tiempo va
decayendo su actividad disminuyendo consigo su rendimiento.

El objetivo es buscar la manera de disminuir los contaminantes que pueden afectar los
rendimientos de marcacion y las actividades especificas. Entre los principales
contaminantes se encuentran el estafio y el titanio procedentes de los dxidos utilizados
en la columna, el ®Zn que es un nucleido que se puede generar por decaimiento del %8Ga
y el hierro como contaminante general.

El autor Jorge Cruz expresa: Un generador de 1110 MBq (30 mCi)después de un dia de

eluido puede acumular 8,93.103 dtomos de Zn o 10 ng y si se eluyen 800 MBq,

representan 69 x 102 dtomos de ®Ga o0 3,2 ng de ®3Ga, o sea el contenido de Zn supera en

3 veces el de Ga.
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En los procesos de purificacién y concentracidon del eluido del %Ga, lo que se utiliza por
lo general es solo una columna de resinas de intercambio idnico, ya sea catidénica o
anidnica.

Pero en un estudio realizado se hizo pasar 8Ga en solucién de HCl 4 M por solo una
columna de intercambio anidnico y se demostré que el %Ga retenido en la columna se
eluyd con una pequefia cantidad de agua destilada y se demostré que este método no fue
capaz de eliminar las impurezas de iones metélicos como el Fe*3 0 Zn*2.(Mourtada, 2009).
Por otro lado se reporté ademas un método utilizando una columna de resina catidnica, y
que estd actualmente en uso. Esta técnica se basd en retener los iones ®8Ga*3 del eluido
del ®8Ga sobre la columna de intercambio catidnico, y se observd que los iones metalicos
de las impurezas co-adsorbidas se eliminaron haciendo lavados a la columna con solucidn
de HCI 0.15 M. (Mourtada, 2009).

Llegando a una mejor conclusion, se llegd a utilizar el método de doble columna que es lo
gue actualmente se utiliza y se hizo la comparacién con el método de columna Unica. Se
utilizaron dos columnas de diferentes resinas conectadas en serie con salidas y entradas
separadas para los eluyentes. Se observd que se obtuvo como resultado una elucidn final

de alta pureza.
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La produccion de 8Ga se llevé a cabo en la Fundacién Centro de Diagndstico Nuclear
(FCDN), donde se asistiopara realizar el estudio y el analisis de los procedimientos de
obtencidn del ®8Ga como radiofarmaco. La FCDN tiene a cargo un equipo multidisciplinario
en distintas areas de la institucidon. Cuentan con un area donde estdel ciclotrén, el cual su
funcién es producir radioisétopos que van a ser utilizados en aplicaciones médicas para
fines de diagndstico, poseen ademads con un laboratorio de produccion y un laboratorio de
control de calidad.

El laboratorio de produccion al ser el responsable de sintetizar los radiofarmacos que van
a ser administrados al paciente por via endovenosa, debe de ser completamente aséptico
desde el proceso de sintesis hasta la esterilizacion final. Ademas debe de cumplir con los
protocolos de produccion y una serie de requisitos que van sujetos a la normativa para la
fabricacion de inyectables que establece el ANMAT.

Dadoa las estrictas normas del sistema de calidad que debe cumplir la FCDN, y por razones
vinculadas a permisos para el manejo de material radioactivo no se logrd realizar ninguna
tarea dentro del proceso de produccidn ni en el proceso de controles de calidaddentro de
la institucidn, por ende solamente sepermitié la asistencia al Laboratorio de Produccién vy
presenciar paso a paso los protocolos de produccidn del ®8Ga y la sintesis del radiofarmaco
en si. Gracias a su autorizacion,y a la explicacion detallada de los procesos se logré realizar
el estudio y el analisis que conlleva este trabajo.

A continuacion se detalla lo que se observd durante el proceso de produccion.

17



Antes de iniciar las actividades de produccion ®Ga y su marcacién, se procede a verificar
gue todos los insumos de produccién que se van necesitan durante el proceso de sintesis
estén presentes. Dentro de estos materiales se mencionan los siguientes:

e Elgenerador®®Ge/%8Ga

e Acido clorhidrico (HCl) 0.1 M

e El kit de sintesis catidnico, que debe de contener lo siguiente:
- El precursor (DOTA-NOC/DOTA-TATE/DOTA-TOC)

- Etanol absoluto

- Etanol/Agua 50:50 v/v

- Columna de purificacion

- NaCl5M

- Buffer HEPES 1.5 M

- Agua calidad inyectable

e Material Descartable: jeringas, valvulas de manifold, filtros.
e (Cassette : Columna de purificacion C-18

e Solucion fisioldgica

e Un vial de 20 mLdonde se recolecta el producto final y 3 viales de 10 mL.
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Inicialmente se empiezan con las siguientes actividades:

2.5.1 Elucién del equipo:

El Generador que se utiliza es de marca EckertZiegler (EZ). Es un generador de germanio
donde se encuentra fija a una columna de TiO;, y se eluye con 10 mL de HCl de 0.1 M para
poder desprender el Ge que estd decayendo a Ga. Hay casos donde es posible utilizar dos
generadores conectados en serie.Luego de sereluido se utiliza método de purificacién

catidnico. Figura 1.

Mode! IGG100

G1
Gallium-68 Generator

Figura 1. EckertZiegler (EZ).

En el procedimiento que se presencid, se observé que utilizaban dos generadores
conectados en serie, en un principio se utilizaba solo un generador, pero la actividad de
un solo generador es menor (alrededor de 20 mCi la Actividad inicial y la final entre 12-13
mCi). Al tener dos generadores conectados en serie, se observa una actividad de inicio

alrededor de 30-35 mCi, por lo que es una ventaja eluir con dos generadores. Figura 2.
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Figura 2 Generador conectado en serie

con un sequndo generador.

Por lo general la vida Gtil de un generador ®8Ge/%Ga, es de un afio con una actividad inicial
de 50 mCi. El rendimiento puede ir variando con el tiempo debido al decaimiento del
nucleido madre.

Este generador a su vez se encuentra conectado a un moddulo de sintesis que se debe

acondicionar para efectuar el procedimiento.

2.5.2 Rutina previa a la sintesis

Se debe tener listo los viales con las etiquetas correspondientes al radiofarmaco con la
fecha, volumen y vencimiento. El producto final se dispensa en un vial de 20 mL, y las tres
muestras de control de calidad se colocan en viales de 10 mL. Bajocampana deflujo

laminar se le coloca al vial de producto final dos filtros que vienen en el kit cationico, el de
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color amarillo (Cathivex GV) es por donde ingresa el producto esterilizado y el azul con

aguja incorporada (Millex 25) se usa como venteo. Figura 2.

Figura 1.Vial dentro de blindaje con sus respectivos filtros.

Al médulo de sintesis se le debe de adaptar el cassette que es un dispositivo con vélvulas
de Manifold por donde va a circular los reactivos, estas valvulas van enumeradas del 1-5,
6-10, del 11-15, son valvulas desechables que vienen en presentacién de Kit , se descartan
luego de su uso. Se debe verificar que las valvulas de nitrégeno y aire comprimido estén

abiertas y que el mddulo tenga tensién. Figura 3.
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Figura 3. Casette con vdlvulas de manifold colocadas en el
mddulo de sintesis con su respectiva numeracion.

Se utiliza un software llamado Scintomics Control Center, que controla el sistema de
valvulas de abierto- cerrado,al momento de colocar las valvulas desechables
debenencontrarse cerradas (en posicién de carga) para evitar algin derrame a la hora de
pinchar y colocar los viales que contengan liquidos. El kit tiene un cdédigo de color que
hace coincidir las virolas de los reactivos con los spikes del cassette. La solucidn fisioldgica
se identifica con color verde, el etanolcon amarillo y la de etanol/agua con color gris.Y se
procede a colocar cada valvula en su respectiva posicion.

Se utilizan10 mL de HCI por cada elucion.

Se procede a colocar en cada posicién correspondida cada frasco y las columnas de resinas
idnicas. Figura 4
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Figura 4. Mddulo de sintesis con sus respectivas columnas y reactivos

La columna nombrada como “C-18” es una columna con resina Anidnica, que es la que va

a retener el producto final.

La columna con resina catidnica es la que va a retener el galio catidénico Ga*? que va ser
eluido por el generador, dejando pasar al Ge. Esta columna asegura que efectivamente en

la marcacién no se encuentran algun tipo de trazas metalicas.

Se coloca el Etanol absoluto en una presentacién de 5 mL, donde su funcién es

acondicionar la columna anidnica donde va quedar retenida el producto final.
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Etanol/agua con una concentracién 50:50 de 2 mL, esta solucion es la que se encarga de
desprender el producto final de la columna anidnica , para luego ser enviada al vial

contenedor.

El NaCl 5M se utiliza para desprender el Ga de la columna de intercambio catidnico.

En la posicién 13 se coloca el PBS que es un Buffer fosfato que anteriormente lo usaban

para llevarlo a volumen final, actualmente lo sustituyen por solucién fisioldgica.

Al final quedan las valvulas 2, 3,12 libres, la 2 y la 12 son las que van a ser conectadas al
Vial Reactor, que es donde se encuentra el precursor a utilizar con un Buffer para llevarlo

a pH de marcacion.

Y la linea 3 es donde va transitar el producto final para ser recolectado.

Antes de poner en marcha todo el proceso de produccidn se requiere hacer lavados con
bastante cantidad de agua de inyectable, donde sus desechos van a un frasco que luego se

descarta.

Una vez acondicionada vy lista para utilizar, se coloca ahi un vial donde se colecta 20 mL del
volumen total de la extraccion del producto final, a este vial se le ha acoplado un filtro EPA

con membrana de 0.22, con el fin de filtrar cualquier impureza que se haya eluido.

Este vial es colocado dentro de un blindaje para viales y este se coloca detras de una

compuerta plomada. Figura 5.

24



Figura 5. Vial con blindaje colocado dentro del compartimiento blindado.

2.5.3 Preparacion del precursor

Dentro del Kit viene el vial que contiene el precursor (DOTA-TATE/ DOTA-NOC/ DOTA-
TOC) y trae 20 microgramos de péptido; este vial se debe reconstituir con 3 mLde Buffer

HEPES. Una vez reconstituido se procede a colocar dentro de un vial llamado: vial reactor.

Figura 6. Vial reactor donde se coloca el precursor.
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Es importante tomar en cuenta lo siguiente: se debe reconstituir despacio ya que como es
un péptido, al agitarlo de manera inadecuada puede generar una espuma y con esto

podria ocasionarse alguna ruptura de la cadena péptica.

Ademas se debe usar equipo de material plastico o similar, lo que se busca es evitar
cualquier tipo de utensilio metadlico, ya que el complejo DOTA es un quelante, por lo que

captura metales.

Una vez terminado de preparar el precursor y haber colocado todos los frascos con
reactivos al mdédulo de sintesis se prepara el software, se carga el nUmero de lote que es

el aflo/mes/dia/ numero de la produccion.

El sistema verifica si las valvulas estan abiertas para que pase correctamente el eluido, la
botella de descarte se encuentra vacia lista para su uso, entre otras especificaciones que

revisa el sistema para dar inicio al proceso de eluido del Ga y marcacion del mismo.

En primer lugar el equipo empieza tomando el Etanol absoluto y lo hacer pasar por la
columna anidnica para acondicionar antes de que pase el eluido. Luego se le hace eluir
agua de inyectable y un poco de aire, es fundamental realizar esto para que la columna

anidnica esté en condiciones dptimas para su funcionamiento.

En los primeros 7 minutos de sintesis el sistema se dedica acondicionar las columnas.

Luego de que el equipo se encuentre listo, se procede a cerrar con una puerta de vidrio
blindado a presién continuamente de la puerta plomada, para fines de seguridad
radioldgica. Figura 7
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Figura 7. Generador conectado al mddulo de sintesis,

con su puerta de vidrio blindado a presion.

El generador empieza a eluir con un flujo lento de 1 mL/ min. hasta llegar a 10 mL.

El software del computador al que esta conectado el generador y el médulo de sintesis va
registrando cada paso del procediendo, favoreciendo al operador controlar de manera

visual lo esta ocurriendo en el momento.

En el momento en que entra la solucién de NaCl 5 M a la columna catidnica, empieza a
desprender el Ga que se encuentra retenido en la columna y lo envia al vial reactor donde
se encontraba previamente el precursor, para seguidamente proceder a la marcacién

final del radiofarmaco.

Se debe considerar dos pardmetros importantes para obtener una marcacion éptima,

entre ellos estan:
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e El pH que debe estar dentro de un rango entre 4-5, de lo contrario no se logra
marcacion.
e La temperatura que debe de estar dentro de un rango entre 120-125°C para

empezar la marcacion.

Conforme pasa el tiempo de la marcacion va disminuyendo la temperatura a 90 °C, todos

estos datos se observan por medio de un sensor conectado en el software.

Finalmente el mddulo de sintesis procede a tomar los 2 mL de la solucién de etanol/agua
50:50 que es lo que termina desprender lo ultimo que queda en la columna, donde esta
retenido el producto final, mandandolo al vial donde se encuentra dentro del blindaje

plomado.

Durante todo el procedimiento, se llevan registros de todos los procesos con el fin de
garantizar la trazabilidad, en una plantilla de Excel se coloca el control de producciones
diarias con la fecha, lote, la hora de inicio/final de la sintesis, actividad que se recibié al
principio y la actividad final, el volumen, el nombre del precursor que se esta sintetizando
ese dia, el célculo del rendimiento (sin corregir/corregido con el decaimiento),

rendimiento inicial y final.

Act final
Act iniclal

Célculo % de rendimiento: %Rto = 100

4 ct f n al ?( T )
. i

0 =
/oRto c Actividad inicial
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Seguidamente antes de explicar los procedimientos de calidad, se especificaran los

ensayos generales:

2.6.1.1 Pureza Radionucleidica: Se determina comprobando la identidad vy la actividad de
todos los radionucleidos que se encuentren presentes en la muestra. La actividad
debe de informarse para una cierta fecha y hora, ya que es dependiente del
periodo de semidesintegracidon del radionucleido. EIl método de deteccion va a
depender de cada radionucleido debido a que cada uno posee su propio periodo y
de su energia. La pureza radionucleidica de los radiofarmacos puede presentar
modificaciones o cambios durante su produccién, por lo que este control de
calidad debe de cumplirse a lo largo de todo el periodo de validez de cada
preparacién radio farmacéutica. (Farmacopea Argentina, 2003)

2.6.1.2 Pureza radioquimica: para los controles de pureza radioquimica se requiere la
separacion de las distintas sustancias que contienen el radionucleido de la muestra
a valorar vy la estimacion de la fraccion de radioactividad asociada con la
sustancia declarada. Las impurezas radioquimicas pueden ser originadas, ya sea
por problemas de procedimientos, por errores durante la produccion, problemas a
la hora de la separacion o purificacion durante el proceso de fabricacion del

producto final 6 bien por la temperatura, pH, luz o radidlisis.
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Para su determinacion se utiliza cualquier ensayo de separacion, siendo los mas
usados el iTLC (cromatografia de capa delgada) y cromatografia en papel. En el
caso del Galio adicionalmente a estos otros métodos recién mencionados, se
utilizé un método de separacion de muy alta calidad como el HPLC (cromatografia

liguida de alta eficacia). (Farmacopea Argentina, 2003)

2.6.1.3 Pureza quimica: Para demostrar la pureza quimica de un producto
radiofarmacéutico se requiere la determinacion cuantitativa de cada una de las
especies quimicas que contiene la preparacion y debe ser especificado el método

gue debe utilizarse. (Farmacopea Argentina, 2003)

2.7 Protocolo de control de calidad para %8Ga

Una vez que el ®8Ga fue sintetizado en el laboratorio de produccidn, se le realiza una serie
de controles con el objetivo de asegurar que el radiofarmaco cumpla con todos los
requisitos minimos de calidad, garantizando que esté bajo los pardmetros &ptimos para
ser aplicado al paciente.

Para dar inicio al procedimiento de protocolo de aprobacién ya sea el caso del®®Ga-DOTA-
TOC / %8Ga-DOTA-NOC / %8Ga-DOTA-TATE, el laboratorio de produccién previamente
prepara una muestra con 0.1mLdel #8Gaen una jeringa de 1mL. Y es trasladado por medio

de un SAS al SECTOR DE CONTROL DE CALIDAD.
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El laboratorio de control de calidad procede a realizar el siguiente procedimiento con los

siguientes analisis de control:

Andlisis de apariencia.

- Identificacién Radionucleidica: Espectrometria gamma, periodo de

semidesintegracion.
- pHdela muestra de %8Ga
- Endotoxinas Bacterianas de la muestra de ®Ga
- Contenido de Etanol en la muestra %8Ga

- Pureza quimica del ®8Ga y determinacién de otras impurezas no especificas en la

muestra.
- Determinacion de presencia de HEPES en la muestra de %8Ga.
- Determinacién de la pureza radionucleidica: Impurezas emisoras del %8Ge.

- Determinacién de la pureza radioquimica: impureza de ®8Ga Coloidal (Galio libre) y

las impureza del ion %8Ga3*
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Tabla 1. Protocolo de aprobacion de °8Ga-DOTA-TOC

Ensayo Parametros
Apariencia Solucion incolora/transparente
pH 4-8
Pureza quimica por HPLC DOTA-TOC €50 pg/V

Pureza Radioquimica (%) por HPLC

v [8Ga]-DOTATOC > 91%

v 88Ga¥< 2%

Pureza Radioquimica (%) por iTLC

v’ 68Ga Coloidal en la muestra: >3 %

Pureza Radionucleidica por
Emisién gamma

Pico principal a 511 keV, 1077 keV y
eventualmente otro a 1022 kev (pico suma)

Determinacion de %8Ge (luego de 48 horas):

<0.001%

Identidad Radionucleidica
por periodo de semidesintegracion

62-74 minutos

Contenido de Etanol

Mdximo 10% V/V

Determinacion de HEPES

Maximo 0.01 mg/mL

Endotoxinas Bacterianas

<175/V U.l/mL
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2.7.1 Ensayosy limites de control de calidad

2.7.1.1 Apariencia: Debe ser clara e incolora.
2.7.1.2 Pruebas de pH: 4.0 a 8.0 usando una tira indicadora de pH

2.7.1.3 Presencia de Etanol: Esta prueba se realiza por cromatografia de gases. (GC)

El limite de etanol debe ser maximo del 10% V / V. El tiempo de retencion de la muestra
debe de dar inferior al tiempo de retencidn del etanol estandar.

Se debe preparar la solucién estandar interna: diluyendo 0.10 mL de propanol con 1000
mLde agua.

La solucion de referencia: diluyendo 1,0 mLde etanol anhidro con 100 mLde la solucién
patrén interna.

Se utiliza gas de helio.

La solucidn de referencia debe de tener:

- Tiempo de retencion: etanol = 2 min a 4 min.

- Resolucién: minimo 5,0 entre los picos debidos al etanoly propanol.

2.7.1.4 Endotoxinas bacterianas:

Menos de 175/V IU/mL, Vsiendo la dosis maxima recomendada en mililitros. La inyeccidn
puede liberarse para su uso antes de completar la prueba. Esta prueba es realizada por un
método LAL test , pero actualmente se realiza un método mas mediante un equipo

aprobado por la FDA, llamado Endosafe®-PTS™ .
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El laboratorio fabricante Charles River expone:

“Es un sistema basado en la tecnologia cromogénica que proporciona resultados
cuantitativos en tan solo 15 minutos y hace uso de reactivos LAL que se encuentran
contenidos en cartuchos aprobados por la FDA (ya no es necesario realizar la curva) y
posibilita gestionar la informacion y resultados a través de una computadora mediante el
software EndoScan-V™ (software de mediciéon de endotoxina). Puede ser usado en control
de calidad, materias primas o muestras STAT que requieren de un andlisis inmediato, la
flexibilidad del PTS permite ser utilizado en los laboratorios”

De lo citado anteriormente cabe mencionar que este sistema PTS , posee ademas cuatro
niveles de sensibilidad: 0.005 EU/mL., 0.01 EU/mL., 0.05 EU/mL., 0.10 EU/mL. Lo que
aporta confiabilidad en la medicion y se encuentra bajo las especificaciones que solicita la

Farmacopea Europea. Figura 8

Figura 8. Equipo (PTS) para laprueba de determinacion
deendotoxinas bacterianas.
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2.7.1.5 Determinacion de HEPES:

Para este ensayo se utiliza una muestra patrén de HEPES, una gota de este estandar es
sembrada en una placa de alimina, a su vez se procede a colocar una gota de la muestra
de Ga, y se coloca dentro de una cuba de yodo. El resultado de la muestra debe mostrar

un mas color claro en comparacion al estandar. Figura 9.

Figura 9. Prueba para la determinacion de HEPES en placa de alumina.

2.7.2 Analisis de Pureza e identidad quimica y radioquimica:

2.7.2.1 Pureza quimica: %8Ga Edotreotidey determinacién de otras sustancias presentes.
Esta prueba se realiza con Cromatografia Liquida utilizando un HPLC.

Se utiliza un blanco de HCI : 10,3 g/L
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Se utiliza un estandar del edotreotide, disolviendo 50 pg del edotreotideen 10.3 g/L en la
solucién de HCI. (STD-1): Ga-DOTA-TOC en HCI 10,3 g/L.

Se utiliza un estandar del octredtido (del precursor),disolviendo 50 ug del octredtido R en
10.3 g/L solution (STD-2): DOTA-TOC acetato en HCI 10,3 g/L.

Y la muestra a analizar: El Unico pico radiactivo del Ga-DOTA-TOC de la muestra debe de

coincidir con el pico del estandar del Ga-DOTA-TOC (STD-1).

Los limites:

e Limite del edotreotide y complejos metdlicos de edotreotide:
La suma de las areas de los picos, deben de tener una retencion relativa entre 0,8 y 1,4
con referencia al edotreotide. Y no mas que el area del pico principal obtenido en el
estandar de referencia (STD-1). (< 50 pg/V)

e [imite de Impurezas no especificas:
Para cada impureza, no debe de superar al area del pico principal obtenido con el
estandar de referencia (STD-1). Y se debe de despreciar cualquier pico con una retencion
relativa de 05 o menos con referencia a edotredtido(s 50 pg/V)
Las impurezas quimicas, en particular el contenido de iones metalicosen la solucion ®Ga
(como Sn, Zn, Fe, Ge) , deben mantenerse lo mas bajo posible para eliminar cualquier
reaccion quimica de coordinacion simultanea, que pueda reducir el rendimiento de la

marcacion con %8Ga.
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2.7.2.2 Determinacion de la pureza radioquimica:

e Determinacion de la impureza de 3Ga Coloidal (Galio libre):
La prueba se realiza mediante iTLC, se utiliza como fase estacionaria una tira de Silica gel y
como fase mévil una solucién de 77g/L de acetato de amonio en agua y metanol en una

concentracién 50:50 V/V.Figura 10

Figura 10. Prueba Cromatogrdfica en Capa Delgada
Se lleva a un Radiocromatégrafodonde se determina la distribucién de la radiactividad.

El resultadoque debe de dar esta impureza no puede ser mayor del 3% de la radiactividad

total del ®8Ga. Figura 11.
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Figura 11. Radiocromatdgrafo

e Determinacion de la impureza de 3Ga®* :
La prueba se realiza en el HPLC, se examina el cromatograma obtenido y se compara el
pico del Ga-68-DOTA-TOC con respecto al cromatograma de la solucién estandar (STD-1).

El limite de la impureza®Ga3*: tiene que ser menor al 2% de la radioactividad total del

Galio-68.

2.7.3 Analisis de pureza e identidad Radionucleidica

2.7.3.11dentidad radionucleidica:

a. Espectrometria de rayos gamma: en su resultado debe de aparecer un fotdn

gamma principal con una energia de 511 KeV y 1077 KeV.
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b. Determinacion de periodo de semidesintegracion:

La prueba se verifica con la siguiente formula:

T%= (In2) tiempo
In (actividad inicial/actividad final)

El rango de aprobacidn se debe encontrar en el siguiente parametro:
T/= 62min<t) <74 min

¢. Impurezas radioquimicas: Examinaren los cromatogramas obtenidos en las
pruebas, el siguiente resultado: El pico principal en el radiocromatograma
obtenido con la solucidn de la muestra, debe de ser similar en el tiempo de
retencion, al pico principal en el cromatograma obtenido con la solucidon de

referencia, usando el espectrofotdometro.

2.7.3.2 Pureza radionucleidica

a. Espectrometria de rayos gamma:

En el espectro gammadebe de aparecer los picos que correspondan a fotones con una
energia de 511 keV, 1077 keV y eventualmente otro a 1022 keV.Se verifica que haya un

100% de Galio y que no aparezca ningun otro pico que no sea propio del %8Ga.

b. Impurezas emisoras del ®4Ge

Se determina la cantidad de %8Ga, %8Ge y otro tipo de impurezas radionucleidicas con un
periodo de semidesintegracidn superior a 5 horas.
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Para la deteccién y cuantificacién del 68Ge se conserva la muestra 48 horas, esto para
permitir que el 8Ga decaiga a un nivel que permita la deteccién de impurezas. Los Unicos
fotones gamma resultantes de la desintegracidon del germanio-68 tienen energias de 511
keV y 1077 keV vy, dependiendo de la geometria de medicion, se puede observar un pico
de la suma de 1022 keV.

Resultado: la radiactividad total debida a las impurezas emisoras de ®8Ge y gamma no

puede superar el 0,001%.

Por razones de seguridad radioldgica y controles de calidad la solucién %8Ga producida por
el generador %8Ge / %8Ga debe ser de muy alta pureza radionuclidica, por lo que la
contaminacidon %Ge en la solucién %8Ga debe ser muy baja, el Grupo de expertos en
productos radiactivos (Grupo 14) de la Pharmacopea Europea decidio disminuir el limite
de %8Ge en las preparaciones de ®%Ga del 0.01% al 0.001%, debido al largo periodo de

semidesintegracion del radionuclido %8Ge.

2.8 Control de calidad de Radiofarmacos.

Se asistio a la Planta de Produccion de Radioisétopos (PPR) del Centro Atomico Ezeiza para
observar y analizar técnicas de control de calidad. A pesar de todos los radioisotopos vy
radiofarmacos que se elaboran y controlan en la planta de produccién, no se produce
rutinariamente ®8Ga, pero se logré presenciar y participar en los controles que se realizan
al 1>3Sm-EDTMP, debido a que tiene una forma farmacéutica similar al radiofdrmaco de

estudio que es el ®Ga, ambos son inyectables que son aplicados por via endovenosa. El
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153Sm-EDTMP es utilizado para terapia paliativa del dolor, en pacientes con lesiones dseas
metastasicas.

Se le realizaron controles de calidad como los siguientes:

Tabla 2. Ensayos de control de calidad para el >3Sm-EDTMP

Ensayo Especificacion

pH : Se determina con tiras indicadorasde pH7.5 a 14.

El rango debe de estar entre 7-8

Pureza Radioquimica: Determinacion del % 1>3Sm  libre retenido en la columna
de vidrio con resina.

%PR

fondo
0,95

(Act total fondo) (ActRetenida
- (Actividad  fondo)

) 100

Identificacidon Radionucleidica | Determinacion del >3Sm en equipo de medicién gamma
de alta resolucién (Detector GeHP):

Su espectro de rayos gamma es idéntico al de la muestra
conocida de 3Sm que presenta picos de energia plena

con valores entre: 70 keV y 103 keV

Pureza Radionucleidica Se determina la pureza del >3Sm en el detector GeHP
Se analiza la muestra de 1>3Sm — EDTMP.
El espectro no debe de dar menos de 99.0% de la

radiactividad total esta presente en forma de *3Sm.
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El galio como radiofdrmaco debe de cumplir una serie de condiciones para que el
organismo reaccione de manera efectivay busque el objetivo al cual va dirigido. Todos los
complejos del ®Ga tienen que cumplir a nivel de sus formulaciones estabilidad
termodindmica e inercia cinética, esto para que no llegue a interactuar con componentes
del plasma sanguineo, el radiofarmaco como tal debe de llegar al érgano o tejido que se

va a estudiar, sin llegar a sufrir transformaciones durante todo su recorrido.

El (acido 1,4,7,10-tetra-azaciclododecano-N,N’,N”’,N""’tetra acético) conocido como DOTA,
es un agente quelante bifuncional que permite enlazar por un lado al radionucleido y por
el otro a la biomolécula.

Existen técnicas innovadoras de radiomarcacién que utilizan estos quelantes o agentes
bifuncionales que al ser unidos con el ®Ga forma un complejo estable con DOTA,
permitiendo asi la radiomarcion con péptidos de una forma rapida y eficiente, obteniendo
un compuesto con alta actividad especifica y de muy alta una pureza radioquimica,
implicando que la masa del péptido administrada necesaria sea muy baja y con ello
reducir la dosis de radiacion recibida. Esto favorece con la compatibilidad vy

farmacocinética de muchos péptidos de interés para imagenes de diagndstico y terapia.
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El Ga3*reacciona con el OHa pH del plasma sanguineo y esto puede producir hidrdlisis del
radiofdrmaco, por eso uno de los controles de calidad que se le realizan al Galio es
determinar concentraciones inferiores al 2% de Ga3* libre. Otra manera de evitar la
hidrolisis de Ga3* ha sido utilizar ligandos como citrato y oxalatos a pH bajo, realizando asi
el marcaje por intercambio con ligandos y con eso formar complejos mas estables con el
ion.

Los radiofdrmacos de ®8Gadeben de estar constituidos por estos agentes quelantes, con el
objetivo de que formen complejos metalicos con alta estabilidad termodinamica para
evitar la competencia con los quelantes propios del organismo, como es el caso de la
transferrina que es la proteina transportadora de Fe3* que tiene sitios libres con alta
afinidad y que se encuentra a elevada concentracidén en sangre. Por lo que el DOTA que es
muy utilizado ya que satisface los requerimientos de marcacion.

El autor Anderson expone: El DOTA(1,4,7,10 tetraazociclodecano-1,4,7,10 dcido acético)

forma complejos estables octaédricos con radiometales en el estado de oxidacion 3+, y su

estructura ciclica le da mayor inercia cinética in vivo en comparacion con ligandosacilicos

de comparable estabilidad termodindmica.(Anderson CJ,2010)

De lo citado cabe mencionar que por ello, es un quelante que aporta gran estabilidad en
este caso con Ga**, es importante recordar que el Ga** es un metal del grupo 13 de la tabla
periddica y que tiene una quimica basada en la formacidn de compuestos de
coordinacion.

Existen radiofdrmacos del ®8Ga que han llegado a ser muy utilizados para mejorar la

resolucién en imdagenes de diagndstico y la cuantificacion de los cambios en las
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mediciones de perfusion miocardica regional. Como por ejemplo el Ga -

bisaminobistiolatos con un nucleo quelante N2 S».

El desarrollo de radiofarmacos se ha dirigido en hacer estudio de la quimica molecular con
el objetivo de ser aplicada en la medicina nuclear ya sea para diagndstico y para terapia. Y
por eso se han basado en las ventajas que pueden tener los radiofarmacos cuando son
marcados con radiopéptidos, porque estos tienen la capacidad de detectar sitios
bioguimicos especificos como receptores y enzimas. Dependiendo de la actividad
especifica que posea el radionucleido al cual se le va unir este radiopéptido y la alta
sensibilidad que puede tener el equipo, asi va ser la calidad de la imagen que se obtenga
para hacer el estudio.

Durante décadas se han estudiado los anticuerpos monoclonales, marcados con
radionucleidos con el fin de diagndstico y terapia, pero han presentado problemas debido
a su tamafio y a su baja relacion de captacién de algunos sitios blancos en comparacion
con el tejido normal. Se ha pensado utilizar fragmentos de anticuerpos que son mas
pequefios que los anticuerpos moleculares (50% mas pequeiios) para disminuir este tipo
de problemas, pero se ha observado que aun asi la difusidn de ellos continla siendo una
limitacidn por su alto peso molecular.(Meléndez, 2002)

Por otro lado ven en la practica a los péptidos con muchas ventajas ya que al ser mas
cadenas de aminodacidos son mas pequefias, tienen una mejor afinidad a receptores, son

mas faciles de sintetizar y tienen una mejor respuesta inmune por parte del organismo.
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Otra ventaja que presentan es que tienen la capacidad de ser eliminados rapidamente por
el torrente sanguineo dando como resultado unaalta relacién tejido blanco/tejido normal,
en un periodo corto.

Todos estos detalles hacen ser a los péptidos una buena opcidn para el radiomarcaje en el
ambito de los radiofarmacos.

Por ello se ha considerado en realizar analogos de péptidos como:

e E| [In-DTPA-D-Phel]-octreotido D-Phe-Cys-PheDTrp-Lys-Thr-Cys-Thr(ol), que ha
sido utilizado para diagndstico de tumores carcinoides, cdncer medular de tiroides,
paragangliomas, gastromas, feocromocitoma que es un tumor poco comun del
tejido de la glandula suprarrenal y adenoma de la pituitaria.

e Los andlogos con DOTA, han demostrado mayor estabilidad termodinamica y
cinética, demostrando que su estructura quimica, las cargas y la hidrofobicidad de
los trazadores DOTA con analogos de somatostatina y la coordinacidon de este

guelante, tienen gran afinidad a los receptores SSTR.

Dentro de los radiofdrmacos que utilizan el ®8Ga, estdn los analogos de somatostatina.

Los tumores neuroendocrinos, son un grupo muy grande de tumores que se originan en
las células neuroendocrinas originadas en el SNC y en el Sistema endocrino donde incluye
ganglios y glandulas endocrinas como la hipdfisis, medula adrenal y pancreas. Estos
tumores se caracterizan por presentar sitios de unién muy fuertes con la hormona

inhibidora de crecimiento (SST), conocida como somatostatina. Existen 5 sub-tipos de
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receptores que reconocen la somatostatina (SST1-SST5) y que se encuentran presentes
en una gran variedad de tumores y sus metdstasis. Esta caracteristica ha servido para el
desarrollar andlogos de la somatostatina.

La somatostatina es una hormona que esta formada por un péptido ciclico de 14
aminodcidos y con una vida media en plasma muy corto (de 2 minutos). Al verse inhibida
la hormona de crecimiento, el cuerpo humano empieza a verse afectado con la presencia
excesiva de esta hormona, por lo que se desarrolld un sustituto de somatostatina que
actuara igual pero que permaneciera mas tiempo en el organismo y con ello se desarrollé
el octreodtido.

De aqui se basa los radiofarmacos de tratamiento y de diagndstico para este tipo de
tumores que presentaban mucha hormona de crecimiento. El octredtido es unido a
radioisdtopos lo que conformaria a un radiofarmaco, en este caso de estudio, se puede
unir al Galio-68 para formar el %8Ga-DOTA-TOC y con el objetivo de hacer de él uso para
diagndstico de tumores. Ademas es importante destacar que en diferentes partes del
mundo utilizan este compuesto de ®8Ga-DOTAunido también a otros radioisétopos mas
energéticos como es el caso del °°Y o el Y”’Lu con el fin de tratar y eliminar estos tumores
sin atacar células buenas.

Dentros de los analogos de somatostatina mas utilizados, cabe mencionar el complejo

el DOTA-TOC, el DOTA-TATE y el DOTA- NOC.

Para las pruebas de diagndstico para estudio PET con %8Ga-DOTA-TOC, se aconseja un
ayuno de 4 horas. Obteniendo imagenes para estudio en hipdfisis, higado, bazo, rifones y

vejiga.
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CAPITULO Il

3.1 Investigaciones y aplicaciones del galio-68 como
radiofarmaco.

3.1.1 ° 8Galio- DOTA-TATE y ®8Galio-DOTA-NOC: Cancer de Tiroides Bien
Diferenciado (WDTC).

Ambos radiofarmacos son analogos de somatostatina como anteriormente se menciond y
han sido utiles para el diagndstico de tumores neuroendocrinos, gastroentero-
pancreaticos metastasicos

Ambos radiofarmacos han tenido estudios en la patologia de cancer de tiroides bien
diferenciado, conocido como WDTC, por sus siglas en inglés. Sobre estas células
encontraron una alta cantidad de receptores SSTR-2, SSTR-3 y SSTR-5.

Al dar a conocer estas caracteristicas, se plantea que tanto el ®Ga-DOTA-TATE, como el
Ga-68 DOTA-NOC pueden ser utiles para evaluar la adsorcidn de cada uno sobre la lesién y
la afinidad que pueden tener sobre estos los receptores. El objetivo del estudio se basé en
hacer comparacién de los valores de adsorcion de ambos radiofdrmacos, sobre una misma
poblacion de pacientes. Donde se pudo observar que %Ga-DOTA-TATE identificd 45
lesiones en la imagen y ®8Ga-DOTA-NOC 42 lesiones, habiendo mds valores maximos de
captacién de normalizada para el ®8Ga-DOTA-TATE. Con lo que se llegd a la conclusion que
se sugiere al ®8Ga-DOTA-TATE en estos casos de pacientes con WDTC, teniendo una

ventaja sobre ®8Ga-DOTA-NOC. (revista health, 2013)
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La siguiente informacién es una Revision de Farmacologia Clinica realizada por la FDA, los
datos suministrados se basa en un estudio clinico realizado por Centro Médico

Universitario Vanderbilt (VUMC) para determinar la seguridad y eficacia ® Ga-DOTATATE:

3.1.2.1 Biodistribucion del farmaco segun estudios realizados:

Se ha comprobado en un estudio hecho por la FDA que alrededor del 12% de la
radiactividad inyectada es excretada en orina en las primeras 4 horas, en casos de
pacientes con insuficiencia hepatica o renal ain no hubo informacion.

No se han realizado farmacocinética en sangre. Los datos sobre la biodistribucidén se basan
en imdagenes. Sandstrom et al. (Journal Nuclear Medicine 2013; 54: 1755-1759) Se informé
biodistribucion y dosimetria de 68Ga-DOTATATE en nueve pacientes con tumores
neuroendocrinos después de la administracion intravenosa (rango, 72-120 MBq).

Se hizo la dindmica en medir con PET 45 minutos sobre el drea abdominal incluyendo el
higado, el bazo, las glandulas suprarrenales y los rifiones inyectando simultdneamente con
el ©Ga-DOTATATE vy luego tres mediciones de PET de cuerpo entero 1, 2 y 3 horas
después de la inyeccion . Los volumenes de interés se mostraron en las imagenes de todo
el cuerpo y en el Ultimo marco temporal de la serie de imagenes sobre subgrupos " libres
de tumores" de todos los drganos fuente se identificaron claramente: higado, rifiones,

bazo, pulmones, Intestino delgado y glandulas suprarrenales.
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3.1.2.2 Caracteristicas de la distribucion del medicamento:

En PET se denomina SUVmax como el maximo valor de captacién estandarizado, y en el informe se
realizé analisis semicuantitativos donde muestran que los valores de SUVmax son los mas
altos en la glandula pituitaria, el bazo, las glandulas suprarrenales y los rifiones. Se
observé una absorcién significativa de 8Ga-DOTATATE por el pancreas en el 12% de los
pacientes. La absorcion moderada de %8Ga-DOTATATE también estaba presente en las
glandulas salivales, glandula tiroides y en higado normal. Los huesos generalmente

mostraron bajos niveles de ®3Ga-DOTATATE.

3.1.2.3 Dosis administrada al paciente:

El farmaco se utiliza como una microdosis (se administran aproximadamente 50 ug). La
dosis inyectable nominal Unica fue de 5 a 7 mCi en un volumen de 3 - 5 ml que contenia 50
ug de ®8Ga - DOTATATE. Las actividades administradas variaron de 4,3 mCi (159,1 MBq) a
6,0 mCi (222 MBq). Sin embargo, la gran mayoria de los pacientes (87,5%) recibieron entre
4,9 mCi (181,3 MBq) y 5,5 mCi (203,5 MBq).

La Unica informacién disponible sobre excrecidon es un informe de literatura que indica
qgue el 12% de la radiactividad se excreta en la orina en las primeras 4 horas después de la

administracion.

49



Si bien el %8Ge no es utilizado como radiofdrmaco, sino utilizado en el generador como
madre para producir el nucleido hija que es el ®8Ga. Dentro de las especificaciones de
pureza radionucleidica que se solicita en la monografia de la Farmacopea Europea,
menciona: para el®® Ge (IV), no mas de 0,001% de la radiactividad total en una
preparacion de 8 Ga.

En un principio el Grupo 14 de la Farmacopea Europea decidid disminuir el limite de %8Ge
en las preparaciones de %8Ga del 0,01% al 0,001%.

Pero hasta ahora la dosimetria de ®8Ge (IV) no ha sido estudiada y el limite definido en las
monografias de la Farmacopea Europea se basa en una suposicion hipotética de la
acumulacion total de radiactividad ® Ge (IV) en la médula dsea con una retencién alta e
infinita de radionucleidos en este érgano sensible . (Velikyan,2013)

Al no basarse en datos experimentales que reflejara la biodistribucion, se contribuyé con
un estudio (Organ biodistribution of Germanium-68 in rat in the presence and absence of
[68Ga]Ga-DOTA-TOC for the extrapolation to the human organ and whole-body radiation
dosimetry) donde se determiné la dosimetria del®Ge (IV). y su respectivo limite
aceptable de contenido en el eluido producido por generador %8 Ge/%8Ga y radiofdrmacos
basados en ®Ga.

En el estudio se detalla que el (°® Ge) GeCl 4 administrado solo o junto con el ®® Ga-DOTA-
TOC , se elimind rapidamente a través de la excrecion renal y ninguno de los érganos
medidos acumuld %8 Ge (IV) durante el lapso del experimento de 7 dias. Hubo una
depuracion rapida de la sangre, excrecidn renal y ademas no hubo ninguna deposicidn en
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el tejido después de 24 horas. Ademas, se considerd que una fraccién relativamente
pequeiia del germanio se distribuia en todos los érganos y se conservaba con una vida
media de 1 dia.

Al tener una eliminacién rapida con una vida media de aproximadamente 0,6 h y al no
observarse la acumulacién en ningun dérgano, incluyendo la médula dsea, se llego a la
conclusion que el érgano limitador de la dosis fue el rifidn, y se puede administrar una
cantidad maxima de % Ge (IV) de 645 MBq y 935 MBq, respectivamente para mujeres y
varones, antes de alcanzar una dosis efectiva de 10 mSv. (Velikyan,2013)

Estos resultados implican que el limite de ® Ge (IV) recomendado actualmente por la
monografia de la Farmacopea Europea podria aumentarse al menos 100 veces sin exponer

al paciente a dafio. (Velikyan,2013)

El receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es una proteina en esta presente
en la superficie de las células. Y tiene como funcidén e ayudar a las células a crecer y a
dividirse. Algunas células del cancer de pulmaén no microcitico tienen demasiado EGFR, lo

gue causa que estas células crezcan mads rdpidamente.

La deteccion de la sobreexpresidon del receptor EGFR, en muchos carcinomas proporciona

informacidn diagndstica importante para determinar la condicion del paciente.

Se realizd un estudio (Preparacion y evaluacién de 68Ga-DOTA-hEGF para la visualizacién

de la expresién de EGFR en tumores malignos) donde se buscé desarrollar un método
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para la preparacion de un trazador que fuera emisor de positrones basado en un ligando
natural de EGFR, en otras palabras un anticuerpo anti-EGFR. Esto con el fin de realizar una

evaluacion preclinica del mismo. (Sundberg,2005)

Una alternativa a los anticuerpos anti-EGFR podria ser el uso de un ligando natural, factor
de crecimiento epidérmico humano (hEGF), como vector de diana para el suministro de
radionuclidos a células tumorales (Blomquis, 1992). El peso molecular de hEGF (6,2 kDa),
permite una penetraciéon rapida del tumor y una rapida eliminacién de la sangre,
proporcionando un buen contraste de la imagen.

Al lograr la marcacion de hEGF con un radionucleido emisor de positrones como es el caso
del 68Ga con un periodo de semidesintegracién 68 minutos hace que sea compatible con la

rapida eliminacién en sangre de hEGF.

El HEGF fue conjugado con un grupo quelante de DOTA macrociclico y radiomarcado con
el radionuclido emisor de positrones ®Ga mostré alta afinidad y especificidad de unién a

EGFR y una rapida internalizacidn tanto en células carcinoma.

El %8Ga-DOTA-hEGF como un trazador basado en péptido cumplié los requisitos
principales, tales como la permeabilidad del tejido, la unién al receptor de alta afinidad y
una rapida eliminacién del cuerpo, que es principalmente lo que se busca en un

radiofarmaco.
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Se han realizados estudios en animales, proporcionando datos de biodistribucién sugieren
que el complejo ®8Ga-BAPEN podria ser Util como un radiofarmaco PET para visualizar el
corazdn. Se realizé un estudio de imagen de PET con un perro sano para

evaluar el potencial de este trazador, 20 minutos después de la inyeccidn se demostrd que
el corazon estaba claramente delineado en la imagen, con un buen contraste de corazén a
sangre y de corazon a pulmaon. La distribucién de ®8Ga en el miocardio fue homogénea..
Ademas, se estdn realizando estudios para determinar el destino quimico de este
marcador en el miocardio y determinar cémo la captacion miocardica de %8Ga esta
relacionada con la tasa de perfusién miocardica regional (Tsang,1993).

En otro estudio mas reciente se formuld un nuevo kit de BAPEN para el marcaje con %8Ga.
Los kits preparados se marcaron con ®8Ga eluido por el generador en HCI 0,1 M. Se pudo
ensayar la estabilidad en suero humano, se realizé ademds un estudio de biodistribucién
en ratones normales después de la inyeccidn. Y se logré observar que los kits preparados
alcanzaron eficacias de radiomarcado superiores al 95% y mostraron una vida util de 98
dias a 25 ° C y 64,3 meses a 4 ° C. Se encontré que %8Ga-BAPEN era estable en suero
humano a 372C durante al menos 1 h. Ademas, un estudio de biodistribucion revel6 alta

absorcion cardiaca (10,8% ID / g, 1 h).
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El antigeno de membrana especifico de préstata marcado con ®8Ga (PSMA) se estd
desarrollando rapidamente a nivel de diagndstico de cadncer de préstata recurrente. El
PSMA es una proteina transmembrana de tipo Il con alta expresion en células de

carcinoma de prostata (Afshar, 2015).

Pero recientemente se ha demostrado que tambien se acumula en el carcinoma de células
renales metastdsico al igual que en varios estudios han proporcionado pruebas de que la
PSMA también se expresa en la tumoracién asociada a la vasculatura de cancer de mama

primario y metastasis a distancia (Sathekge, 2014).
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Conclusiones

Finalmente se llega a cumplir con el objetivo inicial que pretendia el analisis y el estudio
de los procedimientos para la obtencion del #8Ga como radiofarmaco, asi de los protocolos
de control de calidad que se requieren. Se llegé a analizar y demostrar, que durante el
procedimiento de la obtencion de este radiofarmaco, la Fundacién Centro de Diagnodstico
Nuclear utilizan el procedimiento mas adecuado en cuanto a la sintesis del ®8Ga.
Generalmente en los procedimientos de obtencion del radiofarmaco se utiliza solamente
un generador por un periodo de uso de 1 a 2 afios, que es la vida util del mismo, y en los
procesos de purificacion y concentracion del eluido del ®8Ga, lo que se utiliza es solo una
columna de resinas de intercambio idnico. El procedimiento que realiza la FCDN va mas
alla de estos procesos generales, pues utiliza dos generadores conectados en serie por un
periodo de un ano, lo que permite lograr un mejor porcentaje de rendimiento del eluido
final.

También se concluye que, por lo general, en los procesos de purificacién y concentracién
del eluido del ®8Ga, se utiliza solo una columna de resinas de intercambio idnico. En el
caso de FCDN se utilizan las dos columnas de resinas, una anidnica y otra cationica con lo
que favorece a la obtencion de un producto final con los mejores parametros, 6ptimos en
cuanto a presencia de impurezas.

Se analizaron los procedimientos de Control de Calidad, tanto en la Planta de Produccién
de Radioisétopos como en FCDN, concluyéndose asi que en ambas se utiliza una serie de

protocolos estrictos, en cuanto a las normas de Gestidon de la Calidad de radiofarmacos,
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para un procedimiento que garantiza una excelente obtencion de cada radioisétopo y

radiofarmaco requerido.
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