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1. CONCENTRACIÓN IN VITRO E IN VIVO DEL 99mTc-DTPA-BIOTINA

EN CÉLULAS DE HEPATOCARCINOMA



2. ANTECEDENTES:

La radiactividad es el proceso de desintegración espontánea de fos

núcleos en forma gradual hasta alcanzar el estado estable.. Esta forma

de desintegración, emisión o decaimiento, puede ser alfa, beta o

gamma dependiendo de la partícula o energía emitida

La interacción de estas emisiones a nivel celular puede de acción

directa traduciendo cambios en la estructura o función de su ADN y de

acción indirecta, implicando la absorción de la radiación por el medio

intracelular, dando lugar a la formación de iones y radicales libres. Las

reacciones que produce la radiación en el medio intracelular, son

consecuencia de los electrones formados por ionización De estos

productos, los más reactivos son los oxidantes, como el radical

hidroxilo, el peróxido de hidrógeno y el reductor radical hidronio (1-6)..

Los cambios biológicos que resultan de estas interacciones como la

muerte celular, dependen del tiempo de interacción y de la dosis inicial

absorbida de radiación (3-5, 7)



De las emisiones radiactivas alfa, beta o gamma, la más adecuada

para fines diagnósticos es la emisión gamma; emisión con muy baja

transferencia lineal de energía; y entre los elementos químicos

radiactivos (radionúclidos) que se utilizan con tales fines encontramos

el galio(Ga)67 utilizado en la detección temprana de linfoma recurrente

y la diferenciación del tumor activo en relación con tejido fibrótico, el

talio(TI)201 que se utiliza en el diagnóstico de osteosarcoma, en la

valoración de la respuesta al tratamiento, para distinguir entre sarcoma

de kaposi y ünfoma maligno; otros radionúclidos que también se utilizan

con fines diagnósticos y que comparten tanto la energía gamma y beta

son el yodo(l)-131, el renio(Re)-188 y el samario(Sm)-153 (12),

Estos radionüciidos con emisión gamma y beta se unen a diferentes

moléculas con la finalidad de ser transportados por éstas a sitios

específicos

En algunos casos, la unión entre los radionúclidos con emisión gamma

y estas moléculas tienen finalidad diagnóstica como er&Tc-metoxi-

isobutil-isonitrifo(MIBI) utilizado en el diagnóstico de cáncer de mama y



pulmón; determinando la selección de la quimioterapia, la presencia de

resistencia a multifármacos y en otros casos tienen finalidad

diagnóstica y terapéutica como la metayodobencilguanidina marcada

con 1-131, análoga de la noradrenalina la que es captada

selectivamente por las células cromafines de las glándulas

suprarrenales y por las vesículas sinaptosomales adrenérgicas

utilizada en el tratamiento de los neuroblastomas estadio III y IV, el

etilendiamino-tetrametilenfosfato(EDTA) marcado con Sm-153, el cual

transporta y dirige al samario al tejido óseo lesionado, lo que permite

utilizarlo en el tratamiento del dolor óseo metastásico (8-11)

Los emisores gamma también se unen a algunas vitaminas como la

biotina que es una molécula hidrosoluble, formada por anillos

condensados de imidazol y tiofeno (13,14),. Su absorción se lleva cabo

a nivel de colon, su paso a través de éste, es libre y no necesita de

ningún transportador (15) Sus principales órganos de biodistribución

son hígado y riñon; también se ha demostrado que en algunos tumores

como los gliomas, su concentración es muy alta (18-20) En estas

estructuras su concentración a nivel intracelular depende de un sistema



acarreador como lo es la enzima Na-K-ATPASA (15-17), y una vez

dentro de la célula, desempeña un papel de transportador intermediario

en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos a nivel mitocondrial,

involucrando este sistema en el ciclo respiratorio (14,21-23)

Posteriormente parte de la biotina es eliminada por vía renal la cual

aparece de manera intacta en orina y otra cantidad se une en el medio

extracelular de manera específica a la avidina (24-26)

Ya que esta unión avídina-biotina es altamente específica; ha permitido

su aplicación in vítro, en inmunohistoquímica, ELISA, biología molecular

y aplicación clínica (28), en la cual este sistema avidina-biotina se ha

utilizado para terapia antitumoral en gliomas, ya que esta vitamina se

une a un radionüclido con emisión beta llamado ITRIO-90 (90Y),

formando compuestos como el 90Y-1,4,7,10-tetra-azaciclododecano-N,

N\ N", N"'-ácido tetra-acético (DOTA)-BIOTINA; la finalidad de la unión

de la biotina con un radíonúclido con emisor beta (90Y) es que la

biotina transporte selectivamente al 90Y a la célula tumoral, permitiendo

que éste penetre en el medio intracelular, produciendo ionización y

destrucción celular tumoral (12)
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La aplicación de este radiofármaco 90Y-DOTA-BIOTINA es mediante la

técnica de tres pasos; esta técnica, consiste en la aplicación inicial de

anticuerpos monoclonales dirigidos a la biotina, lo que permite la

inactivación de esta vitamina en el organismo; el segundo paso

consiste, en la administración de 30mg de avidina ó 50mg de

estreptoavidina, entre las 18 y 24 horas posteriores a la aplicación de

los anticuerpos para inactivar la biotina restante del organismo,

finalmente, ya que se ha producido un déficit de los valores de biotina

en todo el organismo, se genera una mayor demanda celular

generalizada de esta vitamina, con predominio de las células

tumorales, por último se procede a) tercer paso, administrando 90Y-

DOTA-BIOTINA con finalidad terapéutica debido a la emisión beta del

90Y Este radiofármaco genera dosis absorbida en centigrays (cGy), la

cual es una unidad que expresa la relación entre la cantidad de energía

que absorben los tejidos y la exposición a la radiación Los valores

obtenidos para las dosis absorbidas del 90Y-DOTA-BIOTINA son: para

tejido óseo de 11 ± 06 cGy, riñon de 4 5 ± 2 1 cGy, hígado de 15 ±

10 cGy y la dosis absorbida por el tumor fue de 15 2 ± 8 7 cGy, lo cual

u



es mayor que para otros tejidos; esto representa que el 67% de la dosis

administrada del radiofármaco, se concentró en el tumor (27,28).

El 153Sm-ácido-diamino-penta-acético(DTPA)-BIOTINA, (153Sm-

DTPA-BIOTINA) es un nuevo radiofármaco caracterizado

químicamente y que estudios in vitro han demostrado que es estable

después de diluirlo en solución salina y suero humano; in vivo, la

farmacocinética demostró su biodistribución en ratones sanos de 30

gramos a nivel renal, en células mononucleares de sangre periférica,

intestino e hígado con eliminación renal del 92% ± 4,32% a las 3 horas

después de la inyección (12)

Para el estudio de nuevos radiofármacos como el 153Srn-DTPA-

BIOTINA y el wTc-DTPA-BIOTINA es necesario realizar estudios

farmacológicos que comprendan la farmacocinética y farmacodinamia,

cuantificando mediante el uso de modelos matemáticos los procesos de

absorción, biodistribución, biotrasformación, eliminación y el efecto

sobre órgano blanco
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La absorción implica el paso del fármaco, desde su sitio de

administración a la circulación general,. Con excepción de la vía

intravenosa, en los demás casos, el fármaco se incorpora

gradualmente al torrente circulatorio a partir del tubo digestivo o de las

vías parenterales Cuando se obtienen muestras a tiempos

escalonados, de! tiempo cero en adelante, el resultado de los

parámetros farmacocinéticos es la concentración plasmática máxima

(Cmáx), tiempo para alcanzar esta (tmáx) y área bajo la curva (ABC),

que son aplicados a los estudios de biodisponibilidad, los cuales

consisten en determinar la cantidad de fármaco que está presente en la

circulación general y la velocidad con que se realiza este proceso a

partir de una cierta dosis; después de la administración intravenosa, el

fármaco se mezcla en el plasma, el cual puede unirse parcialmente a

las proteínas plasmáticas, absorberse, captarse para producir su efecto

y difundirse en células sanguíneas y hacia los tejidos extravasculares.

Estos procesos, producen un decremento inicialmente rápido, de la

concentración plasmática del fármaco. El descenso subsiguiente es

debido a la eliminación del fármaco del organismo por

biotransformactón, excreción renal, biliar u otras vías, el cual se

13



acompaña de la caida concomitante de su concentración en aquellos

órganos y tejidos que contengan una fracción significativa de la

cantidad total del fármaco (30-39)

La realización de estudios experimentales que demuestren que los

fármacos, péptidos y vitaminas, son capaces de transportar

selectivamente a los elementos químicos radiactivos con emisión

gamma, a los tumores, para localizarlos con fines diagnósticos, serán

útiles como parte de los estudios farmacológicos de un nuevo

radiofármaco; y ya que se desconoce si la biotina es capaz de

transportar selectivamente al 99mTecnecio hacia células tumorales, es

necesario realizar estudio in vitro e in vivo de este nuevo radiofármaco,

14



3. OBJETIVO DEL ESTUDIO:

Determinar en fase experimental si el 99mTc-DTPA-BIOTlNA se concentra

invitro e in vivo en células de hepatocarcinoma
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4.. RECURSOS PARA EL ESTUDIO:

A HUMANOS:

Instituto Mexicano del Seguro Social.

Luis Correa González

M N Rodrigo Muñoz Olvera

M N Yaneth Díaz Torres

M, N Felipe Gordon Barabejzyk.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición Dr. Salvador

Zubirán

D en C, Consuelo Artega Murphy

M. en C. Martha Pedraza López

Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares,.

D en C Guillermina Ferro Flores
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B.. RECURSOS MATERIALES:

*5 aisladores

•45 ratas wistar de 300 gramos

•Línea celular ASD-30 (HEPATOCARCINOMA)

•51 dosis de 2?Tc-DTPA-BIOTINA

•20 dosis de pertecneciato.

•100 tubos de ensayo y 100 jeringas de 1 mi.

•1 metro de cordón

•20 pares de guantes de látex del numero 8

•20 cubre boca y 20 cubre pelo

•1 caja de portaobjetos

•Papel de cromatografía

•2 cajas de discos de 3 Va"

C. RECURSOS FINANCIEROS

Recursos con los que cuentan las instituciones.

17



4. PROCEDIMIENTO:

45 ratas wistar de 300 gramos, permanecieron en el bioterio en

aisladores con ciclo luz-obscuridad, 12 por 12 horas, temperatura de 21

grados centígrados y humedad de! 50% al 60% a cargo del veterinario, el

cual alimentó a ubre demanda a todos los animales, realizando examen

físico diario

14 de los animales se utilizaron para mantener viva la línea celular,

sacrificando 2 animales cada 7 días, de los cuales se obtenían 2ml de

líquido de ascitis, que contenían la línea celular y se inoculaban a otros 2

animales en cavidad peritoneal

A,. Para determinar si el ^Tc-DTPA-BIOTINA se concentraba in vitro en

células de hepatocarcinoma, se realizó estudio piloto con 20 tubos que

contenían 1 gramo de la línea celular de hepatocarcinoma; a las que se

les realizó control histopatológico verificando la estirpe celular,

contaminación con bacterias, hongos o presencia de polimorfos

nucleares; si alguna muestra estuvo contaminada se desecho

18



Para el grupo experimental se utilizaron 10 muestras que se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas con 50 microcuries de i&Tc-

DTPA-BIOTINA y 10 muestras para e! grupo control que se incubaron

con 50 microcuries de pertecneciato; posteriormente todas las muestras

se centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto durante 10 minutos,

después se separó el sobrenadante del botón celular para su conteo

durante 30 segundos en un detector de centelleo tipo pozo obteniendo

las cuentas/gramo y según las diferencias de captación encontradas del

mTc DTPA-BIOTINA y del pertecneciato en el botón celular de

hepatocarcinoma se calculó el tamaño de la muestra.

B. Para determinar si el ^Tc-DTPA-BIOTINA se concentraba in vivo en

células de hepatocarcinoma se realizó estudio piloto con un grupo de 10

ratas a las que se les anestesió por vía nasofaríngea, sujetándolas por

las cuatro patas con un cordón de algodón en un molde de polietileno

apropiado para ello, implantando 0,,2ml de las células de

hepatocarcinoma por inyección intramuscular en el lomo a cada una de

ellas; después del procedimiento se dejaron libres en el bioterio bajo

vigilancia del veterinario, 7 días después se les inyectó por la vena de la

19



cola a cada rata, una dosis de 50 microcuries de ??Tc-DTPA-BIOTlNA;

sacrificándose a las 2 horas en una cámara de CO2 se les hizo una

incisión dorsal para extraer una muestra del tumor implantado en

músculo y otra muestra del músculo contralateral sano, estas porciones

de tejido se colocaron en tubos para el conteo de radiactividad durante

30 segundos en un detector de cristal tipo pozo, obteniendo las

cuentas/gramo de tejido; y según las diferencias de captación del

radiofármaco encontradas entre tumor implantado en músculo y el

músculo contralateral sano, a las 2 horas se calculó el tamaño de la

muestra para cada tiempo

20



5. RESULTADOS DE LOS ESTUDIOS PILOTO:

A. CAPTACIÓN IN VITRO DEL ""Tc-DTPA-BIOTINA:

Distribución estandarizada de los resultados de la captación del

pertecneciato en 1 gramo de células de hepatocarcinoma..

Normal P-P Plot of Zscore(PERT)
1,00

8o.
|
ü
"O

¿5 ooo
0,00 1,00

Observed Cum Prob
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Distribución estandarizada de los datos de la captación del 99mTc-

DTPA-BIOTINA en 1 gramo de células de hepatocarcinoma..

Normal P-P Plot of Zscore(BIOT)
1.001

0.00 ,25 ,50

Observed Cum Prob

roo
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MEDIA 2650
DESVIACIÓN
ESTÁNDAR

510
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B. CAPTACIÓN IN VIVO DEL ""Tc-DTPA-BIOTINA:

Distribución estandarizada de los resultados de la captación del

""Tc-DTPA-BIOTINA en 1 gramo de músculo sano

Normal P-P Plot of Zscore(MUSCULO)
1,00-

0 00 75 1,00

Observed Cum Prob
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Distribución estandarizada de los datos de la captación del " "Tc-

DTPA-BIOTINA en 1 gramo de tumor implantado en músculo.,

Normal P-P Plot of Zscore(TUMOR)
1,00

000 25 50

Observed Cum Prob

1.00
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O CON TUMOR

MEDIA 2622
DESVIACIÓN
ESTÁNDAR

518
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Los resultados del estudio piloto fueron: en la fase in vitro se obtuvo una

media y desviación estándar para el grupo experimental de 2650+-510 y

para el grupo control de 250+-32. En la fase in vivo se obtuvo una media

y desviación estándar para el grupo experimental de 2622+-518 y para

el grupo control de 279+-23,.

Con la distribución estandarizada de los datos que tienden a distribuirse

de manera normal y los resultados obtenidos de la media y desviación

estándar en la fase in vitro e in vivo, se calculó el tamaño de la muestra

considerando el pool de varianza de 130562 y 134426,5, el valor delta de

2400 y 2343, poder nivel beta de 90% y un alfa de 95%, obteniendo un

tamaño de muestra para cada fase de 1, sin embargo se tomaron 10

muestras para la fase in vitro y 3 animales por cada tiempo en la fase in

vivo

27



6,. FASE EXPERIMENTAL:

C. Para determinar in vitró qué cantidad se captaba del 99mTc-DTPA-

BIOTINA en células de hepatocarcinoma, se tomaron 20 tubos que

contenían 1 gramo de la línea celular de hepatocarcinoma; a las que se

les realizó control histopatológico verificando la estirpe celular,

contaminación con bacterias, hongos o presencia de polimorfos

nucleares; si alguna muestra estuvo contaminada se desecho

Para el grupo experimental se utilizaron 10 muestras que se incubaron a

temperatura ambiente durante 2 horas con 50 microcurres de *&Tc-

DTPA-BIOTINA y 10 muestras para el grupo control que se incubaron

con 50 microcuries de pertecneeiato; después todas las muestras se

centrifugaron a 3000 revoluciones por minuto durante 10 minutos,

después se separó el sobrenadante del botón celular para su conteo

durante 30 segundos en un detector de centelleo tipo pozo, obteniendo

las cuentas/gramo para cada grupo

28



D,, Para determinar in vivo qué cantidad se captaba del 99mTc-DTPA-

BIOTINA en células tumorales de hepatocarcinoma, se tomaron 7 grupos

de 3 ratas cada uno a las que se les anestesió por vía nasofaríngea,

sujetándolas por las cuatro patas con un cordón de algodón en un molde

de polietileno apropiado para ello, implantando O.,2ml de células de

hepatocarcinoma por inyección intramuscular en el lomo, después del

procedimiento se dejaron libres en el bioterio, bajo vigilancia del

veterinario, 7 días después se les inyectó una dosis de 50 microcuries de

wTc-DTPA-BIOTINA en 0 1ml en la vena de la cola; sacrificándose en

una cámara de CO2 un grupo de 3 ratas al finalizar los siguiente tiempos

(5, 15, 30minutos, 1, 2, 3 y 24 horas), después se les hizo una incisión

dorsal para extirpar músculo con el tumor y músculo contralateral sano,

todas las porciones de tejido se colocaron en tubos para el conteo de

radiactividad (cuentas/gramo) en un detector de cristal tipo pozo (34,39),

29



7. RESULTADOS DE LA FASE EXPERIMENTAL:

C. CAPTACIÓN IN VITRO DEL """Tc-DTPA-BIOTINA:

37T

4012
3405
3456
4112

MEDÍA 3619
DESVIACIÓN
ESTÁNDAR

85 467
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D. CAPTACIÓN IN VIVO A LAS 2 HORAS DEL 99mTc-DTPA

BIOTINA:

MEDIA 371 464d
DESVIACIÓN"
ESTÁNDAR

104 238

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Se realiza t student para 2 muestras independientes con un

intervalo de confianza del 95%., Obteniendo en la fase in vivo e in

vitro una p de 0.000 demostrando que la diferencia de medias

encontrada es estadísticamente significativa..
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E. Promedio de la captación in vivo del ""^c-DTPA-BIOTINA en

ratas con hepatocarcinoma implantado en músculo sano y

sacrificadas a los 5, 15, 30 minutos, 1,2, 3 y 24 horas.

• MÚSCULO SANO

TUMOR.

En la fase in vitro se obtuvo una media y desviación estándar para el

grupo experimental de 3619+-467 y para ef grupo control de 473+-

85, en la fase in vivo a las 2 horas se obtuvo una media y desviación

estándar para el grupo experimental de 4649+-238 y para el grupo

control de 471+-104

32



Se realiza prueba de frieclman obteniendo una p de 0,000; lo que indica

que independientemente del tiempo de captación siempre se encontrará

diferencia de captación entre el müsculo sano y el músculo con tumor

implantado

8.. DISCUSIÓN:

Con los resultados obtenidos en la fase experimental en animales,

demostramos que la biotina es capaz de transportar al emisor gamma

(99nTc-) hacia células tumorales de hepatocarcinoma con una

concentración máxima del radiofármaco:a las 2 horas

Por lo que es necesario realizar una fase clínica para demostrar su

utilidad diagnóstica en seres humanos ya que este nuevo radiofármaco

será capaz de brinda imagen e identificar el hepatocarcinoma,

33



Se realiza prueba de frieclman obteniendo una p de 0,000; lo que indica

que independientemente del tiempo de captación siempre se encontrará

diferencia de captación entre el müsculo sano y el músculo con tumor
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(99nTc-) hacia células tumorales de hepatocarcinoma con una

concentración máxima del radiofármaco:a las 2 horas
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utilidad diagnóstica en seres humanos ya que este nuevo radiofármaco

será capaz de brinda imagen e identificar el hepatocarcinoma,
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9., CONCLUSIÓN:

La biotina es capaz in vitro e in vivo de transportar al 99mTc- (emisor

gamma) hacia células tumorales de hepatocarcinoma, con una

concentración máxima del radiofármaco a las 2 horas.

Obtuvimos un nuevo radiofármaco tumorofílico Por lo que es necesario

realizar una fase clínica para demostrar su utilidad diagnóstica en

humanos..
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10. CONSIDERACIONES:

A., ETICAS:

En el presente estudio se utilizaron ratas, a las cuales se produjo estrés

inevitable con dolor, que resultó en daño para la integridad del animal,

con inducción de un déficit anatómico o psicológico, llevándolo a la

pérdida de la vida por lo que se utilizaron métodos de eutanasia, que

indujeron la rápida inconciencia y muerte, como la cámara de CO2 (29)

B. DE PROTECCIÓN RADIOLÓGICA:

La dosis de ^Tc-DTPA-BIOTINA utilizada para realizar este estudio, fue

pequeña (50 microcuries), en comparación con dosis de hasta 6

milicuries de ??Tc-sulfuro-coloidal para estudios diagnósticos

hepatoesplénicos, por lo que el radiofármaco inyectado, no representó

ningún peligro para los animales ni para el investigador
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B. DE LOS DESECHOS RADIACTIVOS:

1, Después de extraer los tejidos de cada rata, el cadáver de cada una se

colocó en una bolsa de plástico de color amarillo, la cual está indicada

para desechos biológicos, permaneciendo dentro del cuarto caliente del

servicio de medicina nuclear y después de que el radiofármaco decayó

seis vidas medias físicas, se procedió a la incineración

2. Después de que decayeron en el cuarto caliente seis vidas medias

físicas, los tubos utilizados para el conteo de la radiactividad, se

desecharon en el contenedor especial para vidriería,,
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