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Resumen

El aminodcido esencial L-['!C-metil]-metionina ([*!C]-MET), marcado con carbono-11, es un
radiofarmaco empleado en la tomografia por emisidon de positrones (PET) para el diagndstico de
neoplasia tumorales, especialmente glioblastomas de bajo grado. La [*C]-MET es un compuesto
muy prometedor debido a sus propiedades bioquimicas en los procesos tumorales asi como su

alta especificidad y selectividad en tumores cerebrales y los altos rendimientos de sintesis.

El objetivo de este trabajo es implementar en México la produccidn de la [**C]-MET en el médulo
de sintesis quimica semi automatizado TRACERIab C Pro, utilizando una reaccién de alquilaciéon
facilitada por un soporte sdélido (Al,03/KF) en una fase alcohdlica, ademas de establecer la pruebas

fisicoquimicas necesarias para la evaluacién de la calidad del producto para su posible uso clinico.

El radiofdrmaco [*!C]-MET se sintetizé satisfactoriamente con un rendimiento promedio del 70%
corregido por decaimiento y una pureza quimica y radioquimica mayor al 95 % (n=11). El producto
[*1C]-MET cumplié satisfactoriamente con los pruebas de control de calidad establecidas y con las
especificaciones necesarias para su administracion en humanos. Se realizaron estudios de
biodistribucién en ratones sanos y en un modelo tumoral de la linea celular C6 (glioblastoma) en

ratones atimicos. Se obtuvieron imagenes de la biodistribucidn normal en voluntarios sanos.



Introduccion

En el 2008 una de las principales causas de muerte a nivel mundial fue el cancer, ocasionado
7.6 millones de defunciones (aproximadamente un 13 % del total). La frecuencia y el tipo de
cancer difieren dependiendo la edad y el sexo de la poblacién, siendo los mas frecuentes los
canceres de pulmén, estomago, higado, colon y mama [1]. En México el cancer es la tercera causa
de muerte, de acuerdo a las cifras mas recientes del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
(INEGI) con una tasa de mortalidad en el 2009 de 65 por cada 100,000 habitantes [2,3]. Los
principales tipos de canceres que afectan a la poblacidn mexicana son: préstata 16 %, mama 14 %,

pulmén 13 %, cérvix 11 % y estomago 9 % [4].

El cancer relacionado al sistema nervioso central y cerebral representa el 3 %. Los tumores
cerebrales se pueden clasificar en dos tipos: primarios (originados en el cerebro) y metastasicos
derivados de otros tipos de cdnceres como el de mama y pulmén. Los tumores cerebrales se
clasifican de acuerdo a las células que le dan origen, entre ellos se encuentran los tumores
oligodendrogliales, astrociticos y los meningiomas. Los astrocitomas representan el 40-45 % de los
tumores cerebrales (6.5 casos por 100 000 personas por afio) y de estos el 70 % corresponden a

glioblastomas [5].

La mortalidad debida al cancer se puede reducir con un diagndstico adecuado y oportuno, sin
embargo, debido a la gran diversidad de la sintomatologia en los tumores cerebrales, el
diagndstico generalmente se realiza en etapas tardias cuando el tumor evoluciond a una neoplasia

mas agresiva, de ahi la importancia de desarrollar métodos de diagndstico temprano mds precisos.

Las técnicas de imaginologia mas utilizadas en el diagndstico de tumores cerebrales son:
resonancia magnética, resonancia magnética funcional y tomografia computada, cada una de ellas
presenta sus ventajas y desventajas [6]. La principal desventaja de la resonancia magnética es la
obtencidn de una imagen que no proporciona informacién del metabolismo del tumor por lo que
no se pueden delimitar con exactitud los bordes del tumor ni el volumen del mismo mientras que
la tomografia por emision de positrones (PET por sus siglas en inglés), combinada con la
tomografia computarizada, fusiona las ventajas de ambas técnicas obteniendo imagenes
estructurales y metabdlicas de los pacientes, contribuyendo a un mejor diagndstico y tratamiento

de algunas enfermedades.



A nivel mundial existe una amplia variedad de radiofarmacos que pueden ser utilizados en la
prognosis de tumores cerebrales, sin embargo en México sélo se encuentran disponibles dos de
ellos la: [*®F]-fluorodesoxiglucosa mejor conocida como [*F]-FDG vy la [*F]-flourotimidina ([*8F]-

FLT).

Desde el afio 1983 se propuso el uso de aminodcidos como radiofarmacos, en particular el
empleo de L-[*'C-metil]-metionina, al brindar mejores imagenes en cuanto a la delimitacién,
extensién y metabolismo tumoral, por lo que el objetivo de este trabajo es implementar en el pais
la produccién de L-[!C-metil]-metionina ([*'C]-MET) asi como evaluar su funcién como
radiofarmaco especifico para el diagnéstico de glioma de bajo grado, mediante estudios de
tomografia por emisidn de positrones. Para el cumplimiento de tal objetivo se modificd y
acondicioné el médulo de sintesis quimica TRACERlIab FX C Pro (GE, General Electric) y se
establecié un conjunto de analisis fisicoquimicos que garantiza la seguridad del compuesto para su

administracion en humanos.



Objetivos

Objetivo general

Implementar la produccién del radiofarmaco L-[*'C-metil]-metionina ([*'C]- MET) en México y
establecer las pruebas fisicoquimicas necesarias para que se utilice en el diagndstico de gliomas de

bajo grado mediante tomografia por emisidon de positrones.

Especificos
® Modificar y acondicionar el médulo de sintesis quimica TRACERlab FX C Pro, para una
reaccion de alquilacion facilitada por un soporte sélido (Al,03/KF) en un medio alcohdlico.

® Establecer las pruebas de control de calidad indispensables para garantizar la seguridad

del producto.

® Obtener imagenes de la biodistribucion normal del radiofarmaco [*'C]-MET:
o Enun modelo animal (roedores) mediante estudios realizados en el microPET.

o Envoluntarios sanos para conocer su biodistribucién normal



Antecedentes

Aminodacidos

Las proteinas son los compuestos bioldgicos mas abundantes y con la mas amplia diversidad de
funciones, existen en todas las células y en todas las partes de éstas. Son el resultado final mas
importante del cddigo genético. Las proteinas son la expresidon de la informacion genética, un
polimero lineal covalentemente unido, compuesto de una mezcla de veinte unidades diferentes,

Ilamadas aminoacidos.

Existen 20 a-aminodcidos, al carbono o se encuentran unidos un acido carboxilico, un grupo
amino, un hidrégeno y una cadena lateral R, caracteristica de cada aminoacido (llustracion 1). El
grupo R proporciona las caracteristicas especificas de cada aminodcido, variando en tamafio, carga

eléctrica, polaridad y por lo tanto la solubilidad en el agua [7].

llustracion 1 Estructural genera de un a-aminodcido.

Se consideran sales internas ya que al tener los dos tipos de carga su comportamiento quimico
es similar al de una sal, tienen momentos dipolares grandes, son muy solubles en agua e insolubles
en disolventes organicos y pueden comportarse como 4acidos o bases dependiendo el medio que

las rodea.

Diecinueve de los veinte aminoacidos contienen un centro quiral en el carbono a, lo que indica
la existencia de dos posibles configuraciones en el espacio (estereoisémeros), conocidas

cominmente como L y D. Las proteinas presentes en la naturaleza contienen Unicamente

-5-



aminodcidos con residuos de la configuraciéon L, esta particularidad de las proteinas da origen a
gue los procesos bioldgicos sean estero selectivos, sin embargo se han encontrado en bacterias y

hongos pequefios péptidos que contienen aminodcidos con una configuracién D.

Los aminodcidos pueden clasificarse en 3 categorias (neutros, basicos, y acidos) y tener
subdivisiones; la cadena lateral de 15 de los 20 aminoacidos es neutra, de los 5 restantes, dos de
ellos son acidos (acido glutamico y acido aspartico) y los tres restantes son basicos (lisina, arginina
e histidina), entre las posibles subdivisiones estan la separacidn por su aromaticidad y su

contenido de azufre (Tabla 1).

Tabla 1 Clasificacion de los 20 aminodcidos y su porcentaje en proteinas.

Histidina Acido aspartico
His Asp
2.3% 43 %
Arginina Fenilalanina | Alanina Cisteina Glicina | Glutamina -G LY ITEN I

Arg Phe Ala Cys Gly Gln 4.2 %
51% 39% 7.8% 1.9% 7.2% 6.3 % Glu
Lisina Leucina Metionina | Asparangina | Serina Tirosina Treonina

Lys Leu Met Asn Ser Tyr Thr

5.9% 9.1% 23 % 53 % 6.8 % 32% 5.9%

. Acidos

Isoleucina Triptofano Prolina Valina Polares sin carga
Ile Trp Pro Val No polares
53% 1.4% 5.2% 6.6 % P

. Basicos

Otra clasificacidon importante de los aminoacidos es la de esenciales y no esenciales, los
aminodcidos esenciales son aquellos que los mamiferos no son capaces de sintetizar y es necesario
obtenerlos de la ingesta diaria, ejemplo de ellos son: metionina, treonina, lisina, isoleucina, valina
y leucina. Las sintesis de estos aminodcidos es muy compleja y se encuentran interconectadas
llegando a su precursor el oxalacetato posteriormente al aspartato y formando finalmente 4
diferentes aminoacidos metionina, lisina, treonina y asparangina. Las rutas metabdlicas de sintesis

de éstos varia considerablemente entre plantas, bacterias y hongos [8].



Metionina

La metionina es uno de los dos aminoacidos que contiene azufre en su cadena lateral
(llustracién 2), es un aminoacido neutro y esencial con un peso molecular de 149 g/mol, sélo
cuenta con dos valores de pKa, el del grupo carboxilo y el del grupo animo siendo éstos 2.28 y
9.21, respectivamente, su punto isoeléctrico es de 5.74, y el valor de su coeficiente de particién

LogP: -2.19 [9]. Su prevalencia en las proteinas es del 2.3 %.

H

| n
H” N COOH

o

L}

NH,

llustracion 2 Estructura de la L-metionina.

Funciones de la metionina

o Cododn deinicio
La metionina tiene tres funciones principales, la primera de ellas es ser el codén de inicio (AUG)
en la sintesis de proteinas, de lo cual se puede concluir que a pesar de no ser el componente

mayoritario de éstas, cada proteina en su inicio contiene al menos una metionina en su estructura.

o Co-factor enzimatico

Otra de sus funciones es ser el principal co-factor enzimatico en las reacciones bioldgicas de
metilacion, es una molécula que puede trasferir facilmente su grupo metilo al conjugarse con la
adenosina, formando la S-adenosil-metionina (adoMet). El azufre de la metionina es un buen
nucledfilo que reacciona con el carbono 5 de la ribosa; con la ayuda de la enzima
adenosiltrasnferasa se rompe el enlace existente entre los fosfatos y la adenosina, formandose la
adoMet, un difostafo y un fosfato inorgdnico. Una vez formada la adoMet el grupo metilo de la
metionina se encuentra muy susceptible a reaccionar en la presencia de cualquier metil-
trasnferasa, donando su grupo metilo y formando la S-adenosil-homocisteina. Una hidrolasa

catalizara la separacién de la homocisteina y la adenosina. La metionina se regenerara mediante la



metionina sintetasa, la co-enzima Bi, y reaccionando con el N>-metiltetrahidrofolato, cierra el ciclo

de regeneracién de la metionina en las células (llustracién 3).
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llustracion 3 Ciclo de la sintesis de S-Adenosilmetionina.

o Fuente de energia en ayunos prolongados

Cuando un organismo se encuentra bajo un ayuno prolongado o padece alguna enfermedad
metabdlica como la diabetes, el cuerpo necesita buscar fuentes de energia alternas a la
degradacion de glucosa, comienza degradando sus reservas energéticas (glucégeno vy lipidos),
hasta llegar al tejido muscular e iniciar a degradar aminoacidos. La metionina serad catabolizada

hasta formar la molécula succinil-CoA, la cual puede entrar al ciclo de Krebs y continuar su

degradacion o utilizarse para sintetizar glucosa.



Metionina como un radiofarmaco para PET

Diagnosticar temprana y oportunamente los procesos neopldsicos cerebrales primarios o
metastdsicos es un gran reto al que se enfrentan los médicos neurdlogos debido a la gran
diversidad de la sintomatologia de la enfermedad y a que generalmente el paciente acude al

médico cuando el proceso tumoral se encuentra en etapas avanzadas.

La técnica mds utilizada para la evaluacidn, planeacién y prondstico de las neoplasias
cerebrales es la resonancia magnética con gadolinio (medio de contraste) al proporcionar una alta
resolucion de las imagenes anatdmicas y un gran contraste entre el tejido blando, sin embargo no
proporciona la actividad metabdlica tumoral. A pesar de que también existe la resonancia
magnética funcional, esta Unicamente puede determinar si el proceso tumoral afecta las regiones

del habla, aprendizaje y centros motrices.

De ahi la necesidad de desarrollar nuevas técnicas de adquisicion de imagen que permitan
obtener imagenes estructurales y metabdlicas asi como de nuevos radiofdarmacos que
proporcionen mayor informacion. Las caracteristicas que se desean encontrar para proporcionar
un mejor diagndstico son: la delimitacién de la zona tumoral, una mejor selecciéon del tejido
tumoral de donde se tomara la biopsia, una mayor diferenciacién entre el tumor vy el tejido sano,
la determinacién del grado y la agresividad del tumor, de ser posible, que esta misma técnica

permita dar seguimiento a la evolucién de los pacientes después de someterse a un tratamiento.

La tomografia por emisién de positrones y tomografia computada (PET/CT) tiene la ventaja de
obtener imagenes hibridas (metabdlicas y estructurales). El radiofarmaco mas utilizado en este
tipo de estudios es el [*¥F]-FDG, debido al alto metabolismo que presentan los procesos tumorales
y por lo tanto su elevado consumo de glucosa comparado con el tejido sano, sin embargo el
cerebro es un drgano con un elevado consumo de glucosa en condiciones normales, por lo que el
[*®F]-FDG se acumulard en el cerebro en condiciones normales y en procesos tumorales,
dificultando la interpretacién del estudio realizado, por lo que el [*®F]-FDG no es el radiofarmaco

de eleccion para realizar estudios PET/CT cerebrales.

Otra posible alternativa para realizar estudios cerebrales es la ['®F]-FLT, anélogo fluorado de la

timidina, utilizado para la evaluacién de la proliferacidn celular en tumores malignos. La [*¥F]-FLT



entra a la células donde es fosforilada por la enzima timidinacinasa-1 (TK1) impidiendo su
degradacidn y su regreso al torrente sanguineo. La captacién de la [*®F]-FLT en tejido sano es muy
bajo, lo que permite obtener imagenes PET con un menor fondo que las obtenidas con [*®F]-FDG,
sin embargo la produccidn [*F]-FLT presenta un bajo rendimiento, limitando la posibilidad de
obtener varias dosis, ademads es importante considerar que el radiofdrmaco no tiene la capacidad

de cruzar la membrana hematoencefalica a menos que exista un dafo previo.

En los Ultimos afos se ha propuesto utilizar aminoacidos marcados como radiofarmacos debido
a la existencia de transportadores especificos en el cerebro, permitiendo su captacién sin la
necesidad de que la barrera hematoencefélica se encuentre dafiada, ademds de constituir un
grupo indispensable de biomoléculas necesarias en diferentes via metabdlicas como la sintesis de
proteinas, neurotransmisores, péptidos activos y como fuente de energia. En tejidos tumorales se
ha encontrado un aumento significativo en el consumo de aminoacidos y por lo tanto en el
numero de transportadores presentes en la barrera hematoencefdlica y en las membranas del
tejido tumoral, en algunos casos el desarrollo tumoral es dependiente de la concentracion de
aminodcidos [10-13]. El aminoéacido de eleccién para estudios PET/CT es la L-[*!C]-metionina ([*'C]-
MET) por sus propiedades fisicoquimicas, su caracter de aminoacido esencial y su alto rendimiento

en la produccion.

Biodistribucion normal (Farmacocinética)

La administracion de la [**C]-MET es por via intravenosa por lo cual no existe un proceso de
absorcion, es necesario esperar 10 minutos antes de pasar al paciente a la cdmara PET/CT, tiempo
en el cual se lleva a cabo la biodistribucidn, obteniéndose la captacion maxima en las zonas
afectadas. La captacién del radiofdrmaco en las lesiones puede ser detectada después de 60

minutos de su administracion [14].

La acumulacién de la [1!C]-MET en los drganos dependerd del estado de salud del paciente y de
ciertos aspectos bioquimicos, pero existen ciertos drganos donde la captacion de [*'C]-MET es
normal, debido al alto nimero de trasportadores presentes en el tejido o a su participacion en la
eliminacion. Los sitios donde es normal la acumulacién del radiofdrmaco son: médula 6sea

estdmago, pancreas, higado, intestino, glandulas salivales y mucosa de la cavidad oral [15, 16]. En
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roedores el radiofarmaco se acumula en tres érganos principalmente: pancreas, higado vy rifidn

[16].

Al tratarse de una molécula presente en los seres vivos su metabolismo seguird el proceso
normal de la metionina. Se incorpora a la sintesis de proteinas, a los 5 minutos posteriores a su
administracién se forma el metabolito 4-metiltio-2-oxobutirato representando el 11% del total de
la actividad presente en el torrente sanguineo, el segundo metabolito corresponde al aminodcido
serina el cual es detectado después de 30 minutos contribuyendo el 3%. En roedores se ha
encontrado un tercer metabolito adenosilmetionina, sin embrago éste no se ha podido cuantificar
en el plasma humano [17, 18]. La incorporacidn de la [*1C]-MET en proteinas plasméticas se ha
reportado como la principal via de eliminacién, la actividad del radiofarmaco se reduce a su

minimo al pasar una vida media bioldgica de 12 minutos [14].

Farmacodinamia

La barrera hematoencefalica es una membrana muy activa que contiene uniones estrechas que
inhiben el transporte paracelular, evitando el intercambio de compuestos de una célula a otra, se
divide en dos zonas, la luminal (el drea que se encuentra en contacto con el torrente sanguineo) y
abluminal (el area interna, se encuentra en contacto con el cerebro). La principal funcién de esta

membrana es mantener la homeostasis en el cerebro y protegerlo de agentes toxicos.

La membrana presenta diferentes tipos de transportadores para abastecer al cerebro de los
nutrientes necesarios, los transportadores de aminodcido se clasifican en 17 tipos; entre los mas
importantes para el transporte de aminodacidos esenciales, como la metionina, estan el sistema L1
y el transportador LNAA/Na* (aminoacidos de cadena larga neutra). El sistema L1 se localiza en la
zona luminal y abluminal en una relacién 2:1, es un sistema saturable, estereoselectivo, presenta
una inhibicion competitiva en la presencia de diferentes aminoacidos y no es dependiente del

gradiente de sodio.

El trasportador LNAA/Na* se encuentran Unicamente en la membrana abluminal, se encarga de
disminuir la concentraciéon de aminodcidos del fluido extracelular manteniendo la homeostasis
cerebral, es un trasporte activo al ir en contragradiente y depender del sodio, transporta

aminodacidos esenciales [19].
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La [**C]-MET entra a la célula mediante dos tipos de transporte celular: difusién facilitada (L1) y
trasporte activo acoplada a canales de Na* LNAA/Na* [20]. Tal y como se muestra en la llustracion
4, la metionina puede entrar y salir de la células sin ningin mecanismo que la atrape en su
interior. La acumulacién en los tejidos tumorales se debe a la gran cantidad de trasportadores y a
la alta demanda de aminoacidos, los trasportadores permiten el paso principalmente al isémero L

ya que el isémero D casi no entra a las células [20].

Torrente Endotelio Cerebro
sanguineo celular
HZN\/COOH H,N COOH

LNA a
Qﬂr
iy,
\11CH3 L1 r \11CH3
["C]-MET ["C]-MET
Luminal Abluminal

llustracion 4 Trasportadores de aminodcidos sistema L1 y LNAA/ Na*.

Sintesis de proteinas

* y otras

vias metabdlicas

/"
s

Radiotoxicidad

La dosimetria reportada para la [*!C]-MET muestra que los érganos criticos son: la vejiga, el
higado y la médula dsea tanto para hombres como para mujeres, sin embargo la actividad a
inyectar estimada se encuentra dentro de los limites asociados a los exdmenes realizados dentro

de la medicina nuclear [21].
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Aplicaciones de la [*'C]- metionina en PET

Se ha utilizado la [*'C]-MET como radiofdrmaco para el diagndstico de tumores cerebrales,
principalmente de glioma de alto y bajo grado, debido al claro contraste entre la captacion basal y
la del tejido neopldsico y al no necesitar que la barrera hematoencefailica se encuentre dafiada.
Una mayor captacién del radiofdrmaco en los gliomas de bajo grado se asocia a una mejor
respuesta a la radioterapia y una reduccién en la captacién posterior al tratamiento se relaciona
con el éxito de ésta, lo que disminuye la probabilidad de que el paciente presente una progresién
tumoral subsecuente [22]. También se ha empleado en el diagndstico de cancer de cabeza y
cuello, cancer de pulmén, linfomas, préstata y metdstasis de hueso y cerebro originadas por
cancer de tiroides. Otra posible aplicacién es en el diagndstico de hiperparatiroidismo primario y

secundario [23-26]. En la Tabla 2 se enlistan las principales aplicaciones clinicas de la [*!C]-MET.

Tabla 2 Resumen de las aplicaciones clinicas de la [11C]-MET en tumores cerebrales [24-29].

Aplicacion Comentarios

Alta sensibilidad y especificidad.
Confiabilidad en los resultados positivos.
Poca probabilidad de falsos positivos.
Complementar con resonancia magnética.

Diagnéstico inicial.

Posibles recurrencia después Alta confiabilidad en el resultado.
de la radioterapia. Mas funcional que los estudios con [*8F]-FDG.
Menos funcional que los estudios con [*®F]-FDG
visualmente.

Permite diferenciar entre glioma de alto y bajo grado con
Clasificacion. técnicas semi cuantitativas.

Alta captacion en areas anaplasicas

Observa una reduccién en la captacién en areas

necroticas.

Se obtiene una mejor delimitacion de los bordes
tumorales en especial de los tumores metastdsicos [29].
Permite definir la infiltracion de algunos tumores
anaplasicos.

Extension tumoral.

El volumen tumoral calculado en los estudios con [*!C]-MET
., . . es mayor que el obtenido mediante resonancia magnética
Planeacién de la radioterapia. . . N

con gadolineo, el cual requiere de un dafio en la barrera

hematoencefalica para su captacion.

Existe una disminucién en la captacion de [*'C]-MET después

Valoracidn de la terapia. . . . ) L
de la radioterapia, quimioterapia y cirugia.
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Ventajas de la [*!C]-MET con respecto al [*®F]-FDG en el diagndstico de neoplasias tumorales:

® Escasa captacidn basal en cerebro.

® Diferenciacién clara entre el tejido sano y el tejido neoplasico.

® No hay captacidn en procesos inflamatorios, infecciosos ni necréticos.
® Una mayor sensibilidad y especificidad.

® No interferencia en pacientes con hiperglucemia.

® No se requiere esperar semanas para realizar los estudios de seguimiento después de la

terapia.

® Tiene un tiempo de biodistribucién mucho menor, permitiendo que los estudios duren

menos tiempo, lo que compensa su vida media corta.

A pesar de la gran cantidad de ventajas que presenta no es favorable utilizarla como Unica
técnica de diagndstico, es mas recomendable utilizarla como complemento a los resultados de

otras técnicas para obtener un mejor diagndstico y prondstico de la enfermedad [30, 31].
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Monografia propuesta del producto (s,-3¢).

Metionina C 11, Inyeccién

H
H” S8 COOH

LX)

NH,

llustracion 5. L-[*1C]-metil-metionina
Definicion.
La [**C]-metionina es una solucidn etandlica estéril, adecuada para administracion intravenosa, de
L-[**C]-metil-metionina, en la cual una porcidn de las moléculas estdn marcadas con !C radiactivo.

Contiene no menos del 90.0 % o mas de 110.0 % de la cantidad (actividad) declarada a la hora

indicada en el etiquetado.

Caracteristicas

Apariencia. Es un liquido trasparente, incoloro, y libre de particulas suspendidas.

Tiempo de vida media. 20.4 min, con un decaimiento por emisidn de positrones con una energia
maxima de 0.959 MeV seguida por la aniquilacidon y emisién de dos fotones con una energia de

0.511 MeV cada uno.
Actividad especifica: sin agregado de portador isotdpico.

Envasado y almacenamiento: conservar en envases monodosis o multidosis debidamente

blindados

Estandares de referencia: L-metionina, ABX No Catdlogo 2220, D-metionina Catalogo 2229, L-

homocisteina ABX No Catdlogo 2200.
Identificacion:
A: Su vida media, determinada con el empleo de un sistema detector apropiado, es de 19.1 a

21.13 minutos.
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B: El tiempo de retencidn obtenido para la [**C]-MET en el cromatograma de la solucién de prueba

corresponde al tiempo de retencidn obtenido en el cromatograma de la solucidn estandar.
Pruebas de control de calidad.
pH: entre 4.5-7.5.

Endotoxinas bacterianas. No contiene mas de 175/V Unidades de Endotoxinas (UE) por mL, en

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

Pureza quimica. Esta seccidn se refiere a las impurezas potencialmente asociadas al método de

sintesis del producto y se enlistan a continuacién:
Limite de flior. No contiene mas de 4.52 mg /V.

Limite de L-homocisteina. Evaluar mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia. El
valor del drea correspondiente al pico de la L-homocisteina de la solucidon de prueba no es

mayor al obtenido en la solucion estandar de L-homocisteina (2 mg/V).
Disolventes residuales. La concentracidn de etanol en la solucién de prueba no excede el 10 %.

Pureza radionucleidica. Con un espectrometro de rayos gamma adecuado obtener un espectro

gamma, donde las emisiones observadas corresponden a un sélo fotopico de 0.511 MeV.

Pureza radioquimica. Evaluar mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia. El valor del
tiempo de retenciéon de la [*!C]-MET (determinado mediante un detector de radiactividad) se
corresponde con el valor de la solucién estdndar de MET. La radiactividad de la [*'C]-MET no es

menor al 95% de la radiactividad total.

Pureza enantiomérica. Examinar mediante cromatografia en capa fina, utilizando como fase
estacionaria silica gel C18 para separaciones quirales, como fase mdévil emplear metanol:agua

(50:50), eluir minimo 8 cm.

Estdndares utilizados. (A) 2 mg de L-metionina disueltos en 10 mL de agua, (B) 4 mg de L/D-

metionina disueltos en el mismo volumen.

Deteccion. Aerosol de Ninhidrina 2 mg/ L, calentar a 60 °C por 10 minutos. Determinar la
distribucion de actividad utilizando un detector de radiacién apropiado. Factor de retencion
L-metionina RF = 0.58, D-metionina = 0.51. Limites. Maximo el 10 % de la actividad en la

forma quimica de [*!C]-metionina, corresponde a la forma D-[*!C]-metil-metionina.

Integridad del filtro. Resiste hasta 50 psi de presion.
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Produccion de L-['C]-metionina.

La producciéon de [*C]-MET para el uso en humanos involucra varios procedimientos, entre
ellos una serie de reacciones quimicas, purificacién mediante cartuchos de gel de silicio fase
reversa (C18) e intercambio iénico (alumina) y finalizan con el acondicionamiento del producto,
para su aplicacion como un radiofdrmaco inyectable. Al tratarse de un compuesto radiactivo es
necesario el uso de equipos automatizados y blindados que realicen estos procedimientos,
evitando la exposicidn innecesaria del personal. En el afio 2011 la Facultad de Medicina de la
UNAM adquirié el médulo de sintesis quimica TRACERIab FX C Pro de General Electric (llustracion

6), disefado para el marcado de moléculas con carbono-11 [37].

Viales de reactivos

Viales de formulacion

Horno de de producto

temperatura alta

Sistema de purificacion
por HPLC

Trampas de
temperatura variable

Vaso de producto

Vaso de reaccion

Vaso de recoleccion
de fracciones

Ilustracion 6 Mddulo de sintesis TRACERIab FX C Pro.

Moaddulo de sintesis TRACERIab FX C Pro

El equipo TRACERIab FX C Pro es un sistema integrado y parcialmente automatizado para el
marcado de moléculas a partir de [*1CO,] (reacciones de carboxilacion) o después de su reduccidn

a [**CH4] y transformacién a loduro de metilo [*!CH3l] (reacciones de metilacién). El médulo puede
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ser controlado de dos maneras, completamente automatizado (previamente programado) y de
manera manual a través de una interfaz conocida como bitmap (llustracién 7). La interfaz permite
al usuario controlar por medio de una computadora las valvulas, el flujo de helio, el flujo del
cromatdgrafo de liquidos y la temperatura de los hornos. La ventaja de que sea un equipo
programable permite al usuario modificar lineas, conexiones, y hasta remover fisicamente
componentes que no se utilizaran en las diferentes sintesis, como es el caso de la sintesis de [*'C]-

MET.

TRACERIab FX C Pro ‘c

Flow Rate

Hydrogen
S——

-

Helium

Helium In:

{Auto Zero :

‘uvlamp |

A. Hornos involucrados
en la produccién de ["'C]-CH,I.

down

: Needle

. Horno de metano y
vaso de reaccién
en las reacciones de ['C]-CO,. Yacuum

Pump

c
Exhaust f‘:_ﬂ Iz cooling

C. Viales de reactivos.

D. Sistema de purificacién. B " ondoff  on/off Zon/oft | product

E. Viales para el acondicionamiento. Stirrers Lamp

llustracion 7 Bitmap original del médulo TRACERIab.

Para la sintesis de [Y!C]-MET se modificd la interfaz original (llustracion 8) dejando el drea
correspondiente a la produccidn de [*'C]-loduro de metilo (A) y el drea de acondicionamiento (B)
se utilizé para colocar el vaso de reaccion usando el vaso de reaccion como trampa criogénica (E)
para contener cualquier posible fuga del material radiactivo. También se conservé uno de los

viales de acondicionamiento (C) y el vial de producto final (D).
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TRACERIab FX C Pro

Metionina

Hydrogen Flow Rate

V6

b

IIIIIIDIIIIIUIDIIO.

Lig. Mg cooling CH Trap R
— =

*sumnnannnan

on/off |
S Me-TF
A. Hornos para la sintesis 19
de ["C]-CH,. V10
B. Vaso de reaccion. V23 o
C. Vial de acondicionamiento. Exhaust ©

D. Vial de producto.
E. Trampa criogénica.

llustracién 8 Bitmap de sintesis de [11C]-MET.

Se acondiciond uno de los viales de reactivos como vaso de reacciéon, colocando un filtro
adicional en la entrada y salida del vaso; el primer filtro se utiliza normalmente en los viales de
reactivos y el segundo filtro se obtuvo de los cartuchos de alumina light de Waters con la finalidad
de retener cualquier sélido que pudiera lavarse en el momento de la transferencia de la [**C]-MET

al vial de producto (llustracién 9) [38].

1 Adaptador de cuerda hembra
2 Filtro del vaso de reaccion

3 Filtro del cartucho de alumina
4 Empagque (O-Ring)

5 Rosca de seguridad

6 Adaptador de cuerda macho

1 23 4 5 432 6

@)(D@

llustracion 9 Componentes del vaso de reaccion
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Procedimientos involucrados en la produccién de [*'C]-metionina.

Produccidn de [*1C]-COs..

El diéxido de carbono ([!!C]-CO,) se produce por la irradiacién con protones de un blanco
gaseoso constituido por una mezcla de nitrégeno-oxigeno natural al 98 % y 2 %, respectivamente;
la reaccién nuclear involucrada es N (p,a) ''C. La irradiacion se realizé en el acelerador de
particulas de 11 MeV tipo Ciclotrén Eclipse HP de la Unidad PET/CT-Ciclotrén de la Facultad de

Medicina.

El porcentaje de oxigeno de la mezcla permite obtener al carbono-11 en la forma quimica de
diéxido de carbono. El [!C]-CO, obtenido se puede utilizar en dos diferentes tipos de reacciones

[39]:

e Carboxilaciones: sintesis de [*'C]-acetato

e Metilaciones: sintesis de [*'C]-raclopride, [*'C]-dihidrotetrabenacina (DTBZ) y [*'C]-MET

El oxigeno de la mezcla podria ser remplazado por hidrogeno y se obtendria [*'C]-metano sin

embargo este solo podria ser empleado en reacciones de metilaciones.
Reduccidn del [*1C]-CO, a Metano ([*'C]-CHa).

Antes de que se termine el bombardeo del material blanco, la trampa conocida como horno de
metano se acondiciona durante 30 min a 350 °C con un flujo de hidrégeno a 100 mL/min; al
finalizar el acondicionamiento se enfria a 35-45 °C sin disminuir el flujo de hidrégeno. El [*1C]-CO,
obtenido de la irradiacion se descarga al horno de metano y se queda atrapado en los
componentes del horno (tamiz molecular y Ni-Shimalita). El flujo de hidrégeno se aumenta por
unos segundos y se cierra completamente el horno; posteriormente la temperatura se incrementa
nuevamente a 400 ° C para permitir la reduccion del diéxido de carbono catalizada por niquel
(reaccion 1).

1co,+ 4H,—— CH,+ 2 H,0
400 °C,Ni

Reaccion 1. Reduccion del [11C]-CO;,
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Una vez reducido el [*1C]-CO; a [*'C]-CHa, se abre la valvula del horno de metano, se establece
un flujo de helio a 30 mL/min y la actividad se transfiere a una trampa de carbosfera para
continuar con la siguiente etapa (llustraciéon 10). Entre el horno y la trampa de metano se
encuentra una columna rellena de ascarita y pentdxido de fésforo, en la que se retendrd el agua

generada durante la reaccidn y el [*'C]-CO; residual.

Hydrogen
Helium
V24
Target
V26 V25 g cooling
V28
Horno &3] 8 W’«
CH, gi%i:

250

500
Actividad (mCi) 450
Temperatura (°C)

200 400
= /wi) 350 g
G =
é 150 300 ®
o )

250 =
3
>
2 100 200 ;
< 150 <

50 100

50
0 0
35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55

Tiempo (min)

llustracion 10 Extremo superior izquierdo Interfaz correspondiente al horno y trampa de metano. Extremo superior
derecho Fotografia del horno de metano. Parte inferior de la ilustracion: Grdfica de la temperatura (linea superior) y
actividad con respecto al tiempo (linea azul, durante el acondicionamiento, enfriamiento, recepcion de material
radiactivo, reaccion y transferencia de actividad a la trampa de metano. La actividad en la trampa de metano, se observa
un aumento no significativo en la actividad al minuto 50 que corresponde al fondo asociado a la descarga de [11C-}CO,, el
mayor incremento se aprecia al minuto 54 donde la actividad se trasfirid en su totalidad a la trampa de metano.
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El [*1C]-CH,4 se adsorbe a - 100° C en la trampa de metano (carbosfera) bajo un flujo de helio
constante que removera cualquier residuo de didxido de carbono durante unos minutos. Se re-
direccionan la vélvulas, se incrementa la temperatura de la trampa a 80 °C para liberar el [*'C]-

metano e iniciar la sintesis de [*!C]-CHsl (Grafica 1).

1000 100
900 80
800 60
700 40
—_ =
G 600 \ 20 §
£ 5
- (]
8 500 o g
2 3
ko] -
S 400 20 3
300 -40
200 -60
100 -80
0 -100
48 50 52 54 56 58 60

Tiempo (min)

Actividad de la Trampa de CH4 mCi s T °C CH4 Trap  eeeeeeeeeeens 0°C

Grdfica 1 Comportamiento de la actividad en la trampa de metano al variar la temperatura con respecto al tiempo.
A -100 ° C se atrapa el [11C]-metano a -20 °C se empieza a liberar. La trampa se calienta a 80 °C para liberar por
completo el [11C]-metano y dar paso a la reaccidn de iodacion.

Sintesis de loduro de metilo ([*'C]-CHsl).

La sintesis de [*!C]-CHsl se realiza en fase gaseosa recirculando el material en seis compartimientos

del mddulo (

Tabla 3, ilustracion 11); este proceso tiene una duracién aproximada de 6 minutos y se completan
por lo menos 15 ciclos [40]. La reaccidén se visualiza mediante los detectores de radiacion de la
trampa de metano y la trampa de ioduro de metilo, se puede observar como disminuye la
actividad en una y aumenta en la otra (Grafica 2); cuando se alcanza el valor maximo de actividad
en la trampa de ioduro de metilo se interrumpe el ciclo y se aumenta la temperatura de dicha

trampa a 180 °C para transferir el [1!C]-CHsl producido al vaso de reaccion.
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Para la formacién de [*'C]-CHsl se propone la siguiente reaccidn [8,41, 42].
CH,+ 1, - CH3;l+ HI Reaccién global
I, - 2T Paso de iniciacién
CH,+1 - CH; +HI .
Pasos de propagacién
CH3 T+ 12 - CH3I+I
CH; + CH; — H3C — CH;

> Pasos determinacion
CH; + I > CHsl

I+ 1 -1, /

Tabla 3. Compartimentos en orden secuencial en donde se sintetiza en el [*1C].CH;l en fase gaseosa.

Compartimiento Contenido Temperatura (°C)
Reservorio de lodo lodo bidestilado 100
Horno de CHsl Serpentin de cuarzo 700
Trampa de lodo Ascarita T.A.
Trampa de lodo Ascarita T.A.
Trampa de CHsl Porapak T.A.
Trampa de CH,4 Carbosfera 80

T.A. temperatura ambiente
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llustracion 11. Izquierda Fotografia de las diferentes trampas y hornos empleados en la sintesis de [11C]-CHsl Derecha.
Bitmap correspondiente a los compartimentos involucrados en la sintesis de [*1C]-CH3l.
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Grdfica 2 Comportamiento de la radiactividad en la trampa de metano, la trampa de loduro de metilo y el vaso de
producto. Se observa la transferencia del material de una trampa a la otra, al dar seguimiento a los valores mdximos y
minimos en cada ciclo y como se acumula en la trampa de loduro de metilo.

Reaccidn de metilacién con el [*1C]-CHsl (Marcado del aminodcido).

El [*C]-CHsl se burbujea con un flujo de 20 mL/min durante 4 minutos al vaso de reaccién,
donde se encuentra 2 mg de L-homocisteina y 20 + 5% de Al, O3/ KF resuspendidos en 1 mL de
etanol. El marcado del precursor se llevard a cabo mediante una sustitucién nucleofilica y la

alumina/KF funciona como soporte para la reaccion de metilacion (llustracion 12) [43,44].
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llustracion 12 Mecanismo de reaccidon. Marcado de la L-[*1C]-metionina utilizando un soporte sélido.

Primera purificacién del producto.

La primera etapa de purificacién del producto se realiza durante la trasferencia del medio de
reaccion al vial de producto, éste se hace pasar por los dos filtros del vaso de reaccién reteniendo

los restos de precursor y de Al,0s/KF utilizado.

Acondicionamiento del producto

La [*'C]-MET se transfiere al vial de producto que contiene 10 mL de 0.05 M de NaH,PO,
diluyendo el medio de reaccidn a una concentracidon de etanol al 10 %. La [*C]-MET una vez

acondicionada se transfiere a la Ultima etapa de purificacidn en linea.
Segunda purificacidon

. Cartucho C18 y Cartucho de Alumina.

La segunda y ultima etapa de purificacion se realiza a través de dos cartuchos conectados en

linea, el primero de ellos es un cartucho de gel de silice fase reversa C18 que retendra las trazas
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de precursor disuelto en el medio de reaccidn, el segundo cartucho es de alumina que adsorbera
los iones de fluor disueltos en el producto. Los cartuchos son lavados con 5 mL de 0.05 M de

NaH,PQO4, obteniendo una concentracion final de etanol del 6.7 %

Esterilizacion del producto.

Finalmente el producto acondicionado y purificado se filtra con una membrana de 0.22 umy se

recolecta en un vial vacio estéril y libre de pirégenos.
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Desarrollo experimental.

Los procedimientos utilizados durante la produccién de la [YC]-MET se explicaron
detalladamente en la seccidn anterior, a continuacion sdlo se especificaran los insumos requeridos

durante la produccidon y el resto de los métodos empleados.

Produccién de la [*'C]-MET.

Reactivos.

Los reactivos e insumos se adquirieron en diferentes companias, la mayoria de ellos se
compraron en Sigma-Aldrich como: Acetonitrilo (299.9% para HPLC) 4998, NaH,PO, (99%) 331988,
fluoruro de potasio sobre alumina 5.5 mmol F-/ g 60244, ascaria Il absorbente de CO, 223921 y
pentéxido de fésforo 79610. A continuacion se enlistan el resto de los reactivos con su nimero de
catalogo y la compafiia donde fueron adquiridos: etanol absoluto NF/USP Tecsiquim EF1555-5;
hidrégeno BIP y nitrogeno ultra alta pureza (99.999 %) Infra, porapak Tipo Q WAT027059 en
WATERS, L-homocisteina 2200.0002 ABX, lodo sublimado 1.04761.0100 Merck, Carbopack 20273
Supelco, Shimalite-Ni reducido 221-27719 Shimadzu y Tamiz molecular 4 A 5624 GRACE.

Materiales.

Filtro de esterilizacién de 0.22 um Millex-GS SLGSV255F y filtro de venteo 0.22 um Millex-GV
SLGV004SL Millipore, agujas de 18Gx38 mm, agujas 22Gx32 mm BD, viales de vidrio de 30 mL
estériles y libres de pirégenos Hospira, Sep-pak plus C18 WAT020515 y Sep-pack plus alumina N
WAT020510 WATERS

Condiciones de los equipos.

Tabla 4 Volumen de los reactivos y su posicion en el médulo

# Vial o insumo Reactivo o activacion

2 mg L-Homocisteina en 1 mL de etanol

Vial de reaccion 20+ 5 % de AlLOs/ KF

Vial de producto 10 mL NaH,P0,0.05 M
Vial 6 5mL NaH,P040.05 M
Trampa criogénica 1 mL Acetonitrilo
Cartucho C18 10 mL de etanol + 10 mL de NaH,P0,0.05 M

Cartucho Alumina 10 mL de agua inyectable + 10 mL de NaH,P0,0.05 M
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o Modulo de sintesis TRACERIab F C Pro.

Tabla 5 Caracteristicas de los diferentes procedimientos en el equipo de sintesis.

L , . . Temperatura Tiempo )
Parametros de la sintesis. Compartimento . . Comentarios
(o) (min)
Flujo de Helio e
hidrégeno.
Horno de El tamiz molecular
Descarga del [*1C]-CO; 40-45 2
metano atrapa el CO; a
temperatura
ambiente
Reduccién del [*1C]-CO; a Horno de 400 1 Atmdsfera de
[**C]-CH4 metano hidrégeno
.. Carbosfera
Concentracion de Trampa de i L
[“C]-CH metano -100 2 retiene Unicamente
N al [“'C]-CH,
Trampa de
80
metano . iy
- Recirculaciéon  del
Reservorio de )
lodo 100 material por los
diferentes
Horno de compartimentos
3 . 1 ioduro de 725 P |
Sintesis de [''C]-CHsl . 5 del médulo.
metilo 1
El [Y'C]-CHsl se
Trampas de .
. retiene en la
iodo .
Temperatura trampa de ioduro
Trampa de . :
) ambiente de metilo
ioduro de
metilo
Trampa de
Liberacion del [**C]-CH:l ioduro de 80 3 . _
. Flujo de helio
metilo 20 mL/ min
Burbujeo del Vaso de 4
[*1C]-CH3l al precursor reaccion Temperatura
Trasferencia de la Vial de ambiente 1
[**C]-MET producto
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Metodologia del control de calidad.

Determinacion del pH.

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

Determinacion de la pureza quimica y pureza radioquimica.

Se realiz6 mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia, el equipo se encuentra
acoplado con dos detectores uno de UV y otro de radiacién, permitiendo observar las impurezas
guimicas que absorban a la longitud de onda establecida y cualquier probable compuesto que se

haya marcado durante la reaccion [32-34].

Reactivos.
Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma —Aldrich L-metionina = 98 % M9625, KH,PO,

>99.0 % P5655 vy se utilizé agua desionizada Milli-Q 18 MQ-cm.

Insumos y condiciones del equipo.

Tabla 6 Condiciones del cromatografo de liquidos para realizar el control de calidad.

Parametro Especificaciones

Largo: 300 mm, Diametro interno: 3.9 mm
Columna Water wat027324
pbondapak C18. Tamafio de particula 10 pm, tamafio del poro 125 A

Temperatura Ambiente
Fase movil 1.4 g /L de K2HPOa4
Flujo 1.0 mL /min
Detectores U.V. 216 nm, U.V. 225 nm, Radiacién Nal(Tl)
Tiempo de corrida 10 min
Tiempo de retencion del 3.4-3.6 min
producto
Volumen de inyeccién 20 L
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Pureza enantiomérica del producto.

Para comprobar que la concentracidn de D-[*!C]-MET se encuentra por debajo de los limites
permisibles, la pureza enantiomérica se determina mediante cromatografia de capa fina revelando

ésta por dos métodos, 0.02 % ninhidrina en etanol y autorradiografia [34].

Reactivos
De la compaiiia Sigma-Aldrich se adquirid: Ninhidrina AL151173, D-metionina> 98 %M9375, L-
metionina = 98 % M9625 y metanol 34860. Etanol absoluto NF/USP Tecsiquim EF1555-5 y se

utilizé agua desionizada Milli-Q 18 MQ-cm.

Insumos y equipos.

Cromatoplaca de C18 para separaciones quirales de 10 cm x 2.5 cm 99697 Sigma-Aldrich, vaso
de precipitado de vidrio 250 mL, tapa de vidrio, papel filtro Whatman, micropipeta de 0.1-10 pL.
Equipo de autorradiografia (Storage Phosphor System Cyclone Plus, PerkinElmer) y horno Fisher-

Scientific.

Metodologia.

Se prepard una solucidon estandar de 0.2 mg/mL de L-metionina en agua y una solucion
estandar de la mezcla de los isomeros a 0.4 mg /mL de D/L-metionina en agua. La cromatoplaca se
dividid en tres carriles, en el primero se colocé 1 uL del estandar de L-metionina, en el segundo 1
uL del producto y en el tercero 0.5 plL de la mezcla de isdmeros. La cromatoplaca se dejo eluir 8
centimetros y se reveld rociando ninhidrina al 0.2 % en etanol y calentando durante 10 minutos a
65°C; con el equipo de autorradiografia (llustracion 13) se obtuvo el perfil de actividad en la

cromatoplaca y se compard con el obtenido en el revelado con ninhidrina.

Pantalla de Fésforo multi-sensible )

|
_J'/}‘ —

> -

Cromatoplaca .

llustracion 13 Fotografia del equipo de autorradiografia, Storage Phosphor System Cyclone Plus, PerkinElmer
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Pureza radionucleidica.

Una pequefia porcion del producto se coloca en el pozo del equipo “WiperTM Single Detector
Wipe Test / Well Counter” (detector de Nal(Tl)), la obtencidn del espectro gamma tarda 1 miny se
obtiene un foto pico a los 511 keV, lo que verifica que la molécula estd marcada con un

radionucleido emisor de positrones.

Identificacién del radionucleido [*'C]-C.

Se utiliza una cdmara de ionizacion o activimetro CRC-ULTRA CAPINTEC, INC., comUnmente
llamado “calibrador de dosis”. En el interior del activimetro se introduce una muestra del
producto y se realiza la lectura de la actividad, se deja transcurrir un intervalo de tiempo conocido
y se realiza una nueva lectura de la muestra. Los valores obtenidos de las lecturas se sustituyen en
la ecuacidn 1, mediante la cual se obtiene el tiempo de vida media caracteristico del

radionucleido.

n2
T1 =

J—— At
7 Indy—InA

Ecuacionl. Cdlculo de la vida media, donde A=Actividad obtenida en la segunda lectura en milicuries, Ap=Actividad inicial

en milicuries y At=minutos trascurridos entre las dos mediciones.

Disolventes residuales.

Se busca principalmente la presencia de etanol en el producto. Las caracteristicas y las

condiciones del cromatdgrafo de gases se enlistan a continuacién:
Detector de ionizacion a la llama.

Temperatura 300 °C Flujo de aire 400 mL /min

Flujo de hidrégeno 35 mL /min Flujo de helio 25 mL /min
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Modo dividido Relacidon de la apertura 40:1
Temperatura 250 °C Flujo de la apertura numero 80
Presion 20.2 psi Flujo total: 84.5 mL /min

Volumen de la muestra 2 pL

Temperatura 50°C Flujo de helio 2 mL /min constante
Tiempo inicial 1 minuto Velocidad 42

Tasa de cambio 20 Temperatura final 80°C

Intervalo de temperaturas 20 °C -250/260 °C. Tiempo final 4 minutos

DB-WAX 122-7032 (ALIGENT TECHNOLOGIES) Didmetro interno 0.250 mm
Longitud 30 m Capa 0.250 pm

Cuantificacion de L-homocisteina

La concentracién de L-homocisteina se calculd con la ecuacién obtenida de la curva de
calibraciéon realizada mediante cromatografia de liquidos. Se trabajé con dos longitudes de onda
(225 nm y 216 nm), las condiciones indicadas en la Tabla 6 y se inyectd por triplicado 20 uL de las

siguientes concentraciones de L-homocisteina: 0.0315, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1, en mg/mL.

Para realizar el andlisis del producto se obtuvieron 3 muestras antes y después de la
purificacién en linea, de las que de cada una se inyectd 20 pl en el cromatégrafo de liquidos en las

mismas condiciones de la curva de calibracion.
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Determinacion de la actividad especifica.

Para la curva de calibracion se inyectd por triplicado 20 pL de 7 concentraciones diferentes de

L-metionina: 0.01575, 0.0315, 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5, 1 en mg/mL.

Se tomaron 3 muestras de 1 mL de diferentes producciones, se midié la actividad presente en
las muestras y se calculd la concentracidn de actividad. De esas muestras se inyectaron 20 pL de
cada una de ellas en el cromatdgrafo de liquido con las condiciones de la Tabla 6 y se determiné el
area bajo la curva. Del area bajo la curva se calculd la concentracion de L-metionina con la

ecuacion resultante de la curva de calibracion.

Con los datos obtenidos de la masa de L-metionina y la actividad presente en los 20 uL de la

muestra se utilizé la ecuacidn 2 para determinar la actividad especifica.

Actividad = Ci
Masa =  umol

Actividad especifica =

Ecuacion2. Calculo de la actividad especifica del producto.

Cuantificacion de fluor.

La cuantificacién de fluor antes y después de la purificacion con el cartucho de alimina se
realizd mediante la técnica de colorimetria con el equipo HANNA INSTRUMENTS HI 96729
(llustracidn 14), el intervalo de cuantificacidén del equipo es de 0.00-2.00 mg /L. Para determinar la
concentracién de fldor se agregan 10 mL de la muestra o blanco mas 2 mL del reactivo HI 93729-
01 en la celda, se agita y se lee con el equipo. El valor obtenido aparece en la pantalla del equipo
después de dos minutos de iniciada la lectura. Durante la cuantificacion del flor de las muestras
fue necesario utilizar una dilucion 1:100 para las muestras antes de purificar y un blanco de etanol
al 6 % mientras que para las muestras ya purificadas se utilizé el factor de dilucién 1:33 y un

blanco de etanol al 4 % [45].
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llustracion 14 Fotografia del equipo utilizado en la cuantificacion de flior ionico HI96729.

Cuantificacién de pirégenos

La prueba de pirégenos no se realiza como lo sugiere la FEUM 82 edicion [32], se utiliza un
sistema automatizado de deteccion de endotoxinas aprobado por la Food and Drug Administation
(FDA), “Endosafe Portable Test System (Endosafe® PTS)”, cuyo principio es el mismo de la prueba
de lisado de amebocitos de Limulus polyohemus propuesto por la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos. Los motivos principales por lo que no se realiza de acuerdo a la normatividad
es que el sistema automatizado permite obtener el resultado en un menor tiempo ademas de

requerir una menor manipulacidn de la muestra.

o Reactivos y materiales.
Agua libre de pirégenos (LAL Reagent Water) Charles River Laboratories W1-10, cartuchos
Endosafe® PTS 20 Charles River Laboratories PTS20F, tubos de dilucién de endotoxinas 13:100 mm

Charles River Endosafe, puntas libres de pirdgenos para pipeta de 25 L, pipeta de 25 pL.
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llustracion 15. A. Equipo Endosafe® PTS, B. Cartucho utilizado en la prueba.

o Condiciones del equipo.

El aparato es un sistema portatil que contiene un espectrémetro con cuatro detectores de UV
(395 nm), una bomba de vacio, una camara de incubacidn y requiere de cartuchos especiales. Los
cartuchos contienen cuatro orificios, dos de ellos contienen una cantidad de endotoxina conocida
la cual funciona como control positivo, los otros dos pozos no contienen endotoxina y sirven para
la cuantificacidn de las endotoxinas presentes en la muestra, por duplicado. El procesamiento de
la muestra es sencillo y requiere de pocos pasos, el primero de ellos es permitir que el equipo asi
como el cartucho tengan una temperatura de 37 °C (se realiza de manera automatica), segundo se
requiere de una diluciéon adecuada de la muestra, siendo ésta 1:50, de la cual se aplica 25 plL en
cada orificio del cartucho. El tiempo en total en que se realiza el ensayo es de 20 minutos

aproximadamente [46].

Integridad de la membrana.

Después de que el producto es filtrado se corrobora la integridad de la membrana utilizada. La

prueba se realiza conectando el filtro a una aguja sumergida en un vial de vidrio con 20 mL de
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agua, en la parte superior del filtro se acopla una linea de alimentacién de nitrégeno y se ajusta a
una presion mayor que 50 psi durante 1 min. Si no se observa un burbujeo en el agua la

membrana se encuentra intacta y la esterilizacién por filtracién se realizé correctamente.

Estudios preclinicos en roedores.

Se realizaron estudios de biodistribuciéon en ratones (Mus musculus (nude)) inoculados con
células de glioblastoma C6 y en ratones sanos (Mus musculus (CD1)), se les administré via
intravenosa una actividad del radiofdrmaco ['C]-MET de 0.2-1 mCi, se realizaron estudios
dindmicos y estaticos en el microtomadgrafo, MicroPET Focus 120 Concorde Microsystem, Siemens,

de la Facultad de Medicina. Las imdagenes se reconstruyeron con el algoritmo OSEM2D.

Estudios preclinicos en voluntarios sanos.

Después de que se hicieran las pruebas en los ratones y una vez que el radiofarmaco cumplié
con todas las pruebas de control de calidad, se realizaron pruebas de biodistribuciéon en dos
voluntarios sanos. A los voluntarios se les administrd via intravenosa 10 mCi de actividad de [*'C]-
MET, se les dio un tiempo de biodistribucién de 15 minutos, para posteriormente adquirir la
imagen en el tomdgrafo PET/CT Siemens Biograph 64, de la Facultad de Medicina. Las imagenes se

reconstruyeron con el algoritmo OSEM2D.
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Resultados y Discusion de resultados.

Produccién de [*'C]-metionina.

Reduccién del [*1C]-COz a [*1C]-CHa .
Los valores de actividad que nos proporcionan los detectores de radiacion del mddulo de sintesis
TracerLab FX C Pro, no son confiables, ya que el valor dependera de la geometria del detector y de
la geometria de la fuente de radiacién, asi como de la distancia, la calibracién, el volumen vy el
fondo. Sin embargo, nos proporciona una idea general del comportamiento de la actividad en el
trascurso de la sintesis, permitiéndonos calcular rendimientos parciales. Dando seguimiento a la
actividad en la trampa de metano podemos darnos de cuenta que la reduccién del [*!C]-CO; a
[*!C]-CH4 es mayor al 90 %, este valor lo podemos inferir al comparar el valor tedrico de la
actividad al final del bombardeo (Aeos) obtenido en un cierto tiempo de irradiacion y corriente

(ecuacion 3), con el valor maximo detectado en la trampa de metano, (Acoss).
Agog = Agosg (1 —e I

En donde :

_ Ln?2
~ 20,4 min

t = tiempo de irradiacién (min)
I = corriente de irradiacion (uA)

Agpop = Actividad al final de bombardeo

mCi
Agosg = Actividad de saturacion al final de bombardeo M—A

Ecuacion 3. Cdlculo de la actividad al final de bombardeo.

Sintesis de [*'C]-loduro de metilo ([**C]-CHal).

En la Grafica 3 se observa la fluctuacion de la actividad en las trampas de ioduro de metilo y
metano durante la sintesis de ['!C]-CHsl, siendo apreciable la baja eficiencia de la reaccidn; al
iniciar con una actividad aproximada de 900 mCi y obtener unicamente 260 mCi. La conversidn de
[*1C]-CH4 a [*1C]-CHsl muestra el rendimiento més bajo de la sintesis siendo el punto critico en la
produccién; el rendimiento se calculd con el valor maximo de actividad leido en la trampa de

metano y el valor maximo de la trampa de ioduro de metilo, siendo de 36.4 £ 5.5 % (n=13).
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Grdfica 3 Comportamiento de la actividad a lo largo de la sintesis de [*1C]-MET en los diferentes compartimentos del
mddulo de sintesis.

La reaccién depende de la formacion de los dos radicales libres y su propagacion, sin embrago la
homdlisis del iodo no es termodindmicamente favorecida dependiendo de la temperatura de
reaccion y la concentracién de iodo molecular en fase gaseosa, por lo que un exceso de iodo en
lugar de mejorar el rendimiento puede disminuir la eficiencia de la reacciéon, ademas de que se
pueden formar varias impurezas. Una posible explicacién de la baja eficiencia es la diferencia de
temperaturas entre los diferentes compartimentos involucrados en la sintesis; dos de ellos se
encuentran a temperatura ambiente, en el momento de recircular el medio de reaccién entre
éstos y un tercero a 750 °C, la diferencia de temperatura favorecerd la cristalizacién del iodo

atrapando el [''C]-CH3l formado [41].

Reaccién de metilacién con el [11C]-CHsl (Marcado del aminodcido).

De las 13 producciones de ['!C]-CHsl, sélo 11 de ellas se tomaron en cuenta para el anélisis de
resultados, las dos faltantes no fueron consideradas debido a problemas en el mddulo de sintesis
qgue impidieron transferir el material marcado a la celda caliente y poder cuantificar la actividad

obtenida.

El rendimiento del marcado de la [*}C]-MET se calculd con respecto al [*1C]-CHsl, considerando
como actividad inicial la actividad medida en la trampa de ioduro de metilo y como actividad final
la actividad del producto medida en el activimetro (un detector confiable y calibrado anualmente)

obteniéndose un rendimiento promedio corregido por decaimiento del 70 £ 8 %. Sin embargo,
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podriamos inferir que la eficiencia de marcado es mayor al 90 %, ya que no se observa actividad en
el detector del vaso original de reaccidén que contiene acetonitrilo a -20°C, y que durante la sintesis
funge como una trampa de seguridad que atrapa al [*'C]-CHsl que llegase a escaparse del vial de
reaccidn. La actividad leida en este detector no aumenta durante el burbujeo del [*!C]-CHsl al vaso

de reaccidn, solo marca el fondo y es muy similar durante toda la produccién de [*'C]-MET.

La adsorcién del precursor en el soporte sélido favorece la alquilacién de la L-homocisteina y
facilita la purificacion del producto. El fldor forma un puente de hidrogeno muy estable con el
grupo hidroxilo de la superficie de la alimina, el potasio permanece como contra ion al igual que
el agua presente, mientras el protdn acido de la L-homocisteina forma un puente de hidrégeno
con el flior permitiendo retener al precursor en el soporte sélido. El fldor transfiere un poco de su
densidad electrdnica a través del puente de hidrégeno aumentando la capacidad nucleofilica del
azufre, favoreciendo que la alquilacién se lleve a cabo. Una vez que el azufre reacciona con el

ioduro de metilo el puente de hidrégeno se rompe y el producto se libera al medio de reaccién.

Purificacion.

Cuantificacion de la actividad en los cartuchos de purificacion.

El porcentaje de actividad retenida en los cartuchos empleados en la purificaciéon de [!C]-MET
se resume en la Tabla 7. El cartucho de C18 adsorberd principalmente el [*'C]-CHsl que no
reacciond y las trazas de precursor que llegasen a disolverse, mientras que el cartucho de alumina

retendra el fluor presente en el medio de reaccién.

Tabla 7 Porcentaje de actividad retenida en los cartuchos empleados en la purificacion en linea de la [*1C].MET.

Porcentaje de actividad Porcentaje de actividad
Tipo de Cartucho retenida en el cartucho. retenida en el cartucho.
Minimo — Maximo Promedio
Sep-pack plus C18 0.24-10.8 % 3%
Sep-pack Alumina N plus 1-35% 13%

La mayor pérdida de actividad durante la purificacion se da en el cartucho de alumina, por lo
que fue necesario implementar un lavado de dicho cartucho con 5 mL de 0.05 M de NaH;PO.,.
Inicialmente el lavado del cartucho se recolecté en un vial diferente al del producto final y se

analizd para garantizar que cumpliera con las caracteristicas del producto obtenido inicialmente.
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Se comprobd que la actividad retenida en el cartucho correspondia a la [*'C]-MET por lo que en las

producciones subsecuentes el lavado se recolecto en el vial de producto final.

Cuantificacién de L-Homocisteina presente en la [*1C]-MET.
Se determind la concentracién de L-homocisteina en el producto, antes y después de ser
purificado por el cartucho C18 mediante la curva de calibracion realizada (Grafica 4) por

cromatografia de liquidos de alta eficiencia.
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Grdfica 4 Curva de Calibracion de L-homocisteina a dos diferentes longitudes de onda A = 216 nm (linea superior con
marcadores cuadrados) y A =225 nm (linea inferior).

La primera purificacion del producto se realizé por filtracion antes del acondicionamiento del
producto, debido a que la L-homocisteina es muy ligeramente soluble en etanol, por lo que la
mayor parte del precursor se quedara retenido en el vial de reaccién (>85 %). El poco precursor
disuelto en el medio de reaccién se adsorbidé en aproximadamente un 50 % en el cartucho de C18,

como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8 Concentracidn de L-Homocisteina en la [Y1C]-MET antes y después de la purificacion.

Antes del Cartucho C18 Después del Cartucho C18

L-Homocisteina

[mg/mL] £ SEM 0.0232 +0.0043 0.0115 +0.0016
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La concentracion del precursor en el producto final fue de 0.0115 + 0.0016 mg /mL, por lo que
el producto cumple con lo establecido en la farmacopea europea donde se pide una concentracion
menor que 0.13 mg / mL. De hecho, el producto cumple con dicha especificacion inclusive antes
de su purificacion, estando 5 veces por debajo del limite antes de purificar y 11 veces por debajo

posterior a la purificacion.

El Cromatograma 1 muestra el tiempo de retencidn caracteristico de la L-homocisteina,

obtenido para uno de los puntos de la curva de calibracidn.

0.35

L-Homocisteina

0.30 n

0.20

AU

0.15

0.10
- /\~}
0.00

Tiempo (min)

Cromatograma 1 L-homocisteina 1 mg/ mL, A =225 nm

El Cromatograma 2 muestra el pico correspondiente al precursor antes y después de la

purificacion de la [*!C]-MET.
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Cromatograma 2 Inyeccion del producto antes y después de ser purificado. Linea punteada [11C]-MET sin purificar, linea
continua producto purificado, A =225 nm.

Es indispensable cuantificar la concentracidn del precursor con la finalidad de no incrementar
significativamente la concentracidn plasmatica de L-homocisteina en los pacientes, cuyos niveles
normales en sangre son de 6-10 pmol / L en mujeres, y de 8-12 umol / L en hombres. Si se
considera que la concentracion final presente en el producto es de 85 pmol/Ly a un paciente se le
administra 3 mL del producto y tomando un volumen de 4 L, la concentracién de L-homocisteina
se elevaria 0.064 pumol/ L, siendo un incremento no significativo comparado con la concentracién

normal en plasma [47].

Cuantificacién de flior presente en la [*'C]-MET.

El cartucho de alimina disminuyd un 98.4 % la concentracién de fldor presente al final de la
purificacién. La cuantificacion de fllor antes y después de la purificacion (Tabla 9), indica que se
encuentra por debajo de los limites establecidos en la farmacopea europea, siendo el limite
maximo de 0.3 mg/ mL. La ingesta de bajas concentraciones de flior (<0.5 mg/L) son
indispensables para un buen desarrollo, sin embargo una ingesta mayor que 1.5 mg / L puede
causar efectos téxicos en los humanos. Las concentraciones obtenidas se encuentran muy por
debajo de dicho limite, ademads se debe considerar que los efectos tdxicos se ocasionan por una

exposicidn prolongada a dicho agente, en este caso se trata de una sola exposicion [48].
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Tabla 9 Concentracion del lon Flior antes y después del cartucho de Alumina.

Antes del Cartucho Después del
Alimina Alimina
Fluér [mg/mL] £ SEM 0.160 + 0.041 0.0025 +0.0011

Determinacion de la actividad especifica.

Con la finalidad de seleccionar la longitud de onda mas adecuada para la determinacién de la masa
de metionina presente en la muestra, la curva de calibracién de L-metionina se realizd6 a dos
diferentes longitudes de onda, 216 nm y 225 nm (Gréfica 5). La longitud de onda seleccionada fue
de 216 nm y se obtuvo 0.000666 * 1.6 -10™ pmol de metionina promedio en el producto final, por

lo que la actividad especifica determinada fue de 200.8 + 4.8 mCi / umol.
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Grdfica 5 Curva de Calibracion de L-metionina a dos diferentes longitudes de onda A = 216 nm (linea superior con
marcadores cuadrados)y A =225 nm (linea inferior).

El valor de la actividad especifica obtenido es muy bajo comparado con el valor teérico de 9214
Ci/ umol para el carbono -11, esto se debe a la gran cantidad de fuentes de contaminacion en el
ambiente, siendo la principal de ellas el diéxido de carbono presente en la atmdsfera (> 400 ppm)

[49].

Al no contar con un moddulo de sintesis exclusivo para la produccién de radiofarmacos

mediante reacciones de alquilacidn, al momento de realizar las modificaciones fisicas del equipo
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donde se conectan y desconectan varias lineas, el CO, atmosférico contamina los compartimentos

del médulo de sintesis, el cual reaccionara igual que el [*C]-CO..

La farmacopea europea no establece como requisito un limite minimo del valor de la actividad
especifica, una de las principales razones es que el blanco molecular del radiofarmaco no son
receptores, los cuales necesitaran una alta actividad especifica, ademds de tratarse de una

molécula enddgena.
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Control de calidad

El producto cumplid con las especificaciones propuestas en la monografia, siendo una solucién
incolora y libre de particulas con un pH de 5.5 a 7. El radiofarmaco obtenido se identificé como L-
[*!C-metil]-metionina, después de comparar el tiempo de retencién del estdndar con el del
producto (Cromatograma 3 y Cromatograma 4). Para reducir el tiempo en las pruebas posteriores
del control de calidad se inyecté una mezcla de 15 puL de producto y 5 uL de estandar; donde el
pico correspondiente al estandar se definid primero en el detector de U.V. a 225 nm, de 0.1 a 0.2
segundos después se definid el pico correspondiente al producto en el detector de radiacién. El
producto presentd una pureza radioquimica mayor al 99.0 % correspondiente a la forma quimica
de L-[*'C-metil]-metionina (Cromatograma 4), al presentar un tiempo de retencién similar al del

estandar en el UV y ser el Unico pico de radiacién presente en el radiocromatograma.

Por las caracteristicas del producto se cuantifico el porcentaje de actividad correspondiente al
estéreoisomero (D y L)-metionina, el cual también forma parte de la pureza radioquimica. Se

obtuvo una pureza radioquimica del estereoisémero L mayor al 99.0 % (llustracion 16).

L-Metionina

—U.V. 225 nm

0.1

0.08
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0.06

0.04

0

0 2 4 6 8 10

-0.02
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Cromatograma 3 Estdndar de L-metionina (1 mg/mL) Detector de U.V. 225 nm.
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Cromatograma 4 Inyeccion del Radiofdrmaco [11C]-metionina, detector de radiacion Nal[Tl].
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0 F

llustracion 16 Perfil de la cromatografia de capa fina utilizada para la cuantificacion de los isomeros L y D.

La autorradiografia (llustracién 16) mostrd una unica mancha correspondiente al isémero L-[*1C]-
metionina. La cromatoplaca superior muestra la distribucién de los isémeros sin marcar, la
primera mancha corresponde al isdmero D-metionina y la segunda corresponde al isémero L-

metionina.

-46 -



El espectro gamma obtenido del producto presenta un uUnico fotopico a 511 keV, lo que nos
permite inferir que el radiofdrmaco se encuentra marcado con un radionucleido emisor de
positrones (llustracion 17), pues dicha energia corresponde a la aniquilacion de los positrones.

Para garantizar que dicho radioisétopo es 1C se determind el tiempo de vida media siendo éste de

" IIIIIIHE!EI:IM

20 min.
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8 KEU Bacxeround 1888 KE Time: @ CHTS: |
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Lbme %E e 1 INGERT SAMPLE 2
- ontinue
gono 2 DONE:

llustracion 17 Pureza radionucleidica. A Lectura sin fuente radioactiva, B Fotopico a 511 keV, originado por la
aniquilacion de positrones.

Los resultados de las pruebas bioldgicas se encuentran dentro de las especificaciones; las

membranas utilizadas durante la filtracidn resistieron una presién de 50 psi lo que confirma su

integridad. La cantidad de endotoxinas presentes en el producto es menor que 2.5 UE/mL

(Hustracién 18), muy por debajo del limite permitido (11.7 UE/mL si consideramos un volumen de

15 mL).

EXXXXX%XS ENDOSAFE Test Kecord ¥xxXXXxxx
V7.12C B/25/2011

DateTim@s cccccccces 17-07-13 @ 14:22:06
Device: ..ceecces - cessvescsvece 2600
OperatorIDs ccccccccccccccsssscnsnse GCcC
Cartridg@®: cccccccccccccscscasns Endotoxin
Temperature: .. Start: 37.0C End: 37.0C
Methods .cccccccccccccccevncaccnce KX-122
Cartridge Lot ..ccccccccccccns 9349133
Cartridge Cal Code: ...evens 513235382938
RMNQE®E cccccccccccsnncccnsccscsns 5-0.05
Range Tim@: ..ccecvcccnnnsns Sec: 132-753
Onset Times: ...ccvee 753 344 >753 316
Slope: -0.378 ccccccee Intercept: +2.,385
Dilutions ccceccccccccccocccccccccnes 50
Sample Lots cccccccccccncee MET170713FC1
Saple IP2: cssescsccncnsnsssscsnsess MET
Sample Rxn Time CV: ...ccvenne 0.0% Pass
Spike Value: ..cccvcccvones 0.393 EU/mI
Spike Rxn Time CV: ..ccvcvvaves 6.0X Pass
Spike Recovery: .ccccescscccses BOXZ Pass
Test Suitability: ccevcccccscccncne Pass
Sample #1 Value: ...cceveeee 2.90 EU/mL
Sample H2 Value: ..cevvevvses 2.50 EU/wl

llustracién 18 . Resultado de la prueba de pirégenos realizada en el equipo Endosafe® PTS.
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Certificado de control de calidad

Codigo del producto: [t C]-MET Lote: MET170713FC1
Producto: L-[11 C-METIL]-METIONINA Fecha: 17072013
. Metodologia de la . o Resultado
Parametro g Criterio de aceptacion
prueba Aceptado Rechazado
Apariencia Inspeccién visual Es un liquido transparente, incoloro, v
P P libr de particulas suspendidas visibles
Medicién del pH Tiras pH Whatman® pH entre 4.5-8.5 v
Identificacion
HPLC columna analitica
igs sz .. . El ti i6 4+ 0.2
Identificacion quimica C18, fase movil 1.4 g/L tiempo de reu?nc'on esde3.410 v
minutos
KH,PO4 en agua
Determinacidn del
. ete a,c 6n de . Activimetro 20 + 1 minutos v
tiempo de vida media
Pureza
HPLC columna analitica Minimo el 95 % de la radiactividad
C18, fase movil 1.4 g/L v
4 48 total corresponde a [!1C]-carbono en la
o KH;PO4 en agua forma de (L o D)-[*!C]-metionina
Pureza radioquimica Minimo el 90 % de la radiactividad
TLC (C18 para compuestos
. total corresponde a [!1C]-carbono en la v
quirales)
Fase movil Metanol:Agua forma de
e L-[*1C]-metionina
Pureza radionucleidica Obtencidn del espectro Presencia de unlunico fotopico con v
Gamma una energia de 511 keV
Determinacion de , . - v
. i Cromatografia de gases Contiene Unicamente etanol
disolventes residuales
Concentracion de Fltor Hanna Instrument <0.30 mg/ mL v
Concentracién de L- HPLC columna analitica
L. C18, fase mévil 1.4 g/L <0.13 mg/ mL v
homocisteina
KH,PO4 en agua
Pruebas bioldgicas
Prueba de pirégenos Endosafe® PTS No contiene mas de 11.7 yg/mL v
Integridad del filtro Presién con nitrégeno Resiste hasta 50 psi de presién v

-48 -



Estudios preclinicos en roedores.

Se realizaron pruebas de bioditribucién del rafiofarmaco en ratones sanos para comprobar que
su captacion concordara con lo reportado en la literatura, la llustracién 19 corresponde a las
imagenes obtenidas del estudio microPET realizado a un ratén sano. Los principales érganos en
donde se acumuld la [*!C]-MET son: el tracto gastrointestinal, el higado y el pancreas, también se
puede observar una ligera captacién en glandulas salivales mientras que en el crerebro no se

observa captacion del radiofarmaco.

Maximo

Pancreas

Transversal Coronal Sagital Minimo

llustracion 19 Biodistribucion del radiofdrmaco [*1C]-MET en un ratén macho sano (Mus musculus (CD1). Estudio estdtico
de 20 min después de 10 minutos de biodistribucion. Actividad neta inyectada 289.4 uCi. Algoritmo de reconstruccion
OSEM2D.

Una vez obtenida la captacién normal del radiofdrmaco, se realizaron pruebas de
biodistribucién en un modelo tumoral con células de gliblastoma C6 en ratones atimicos. La
Ilustracion 20 corresponde a las imagenes obtenidas del estudio microPET realizado a un ratén de

dicho modelo tumoral inoculado en el hombro derecho del animal.

En el corte sagital y coronal se observa la captacidn normal del radiofarmaco, se puede
distinguir el tracto gastrointestinal. En el corte transversal se observa Unicamente la captacion del
radiofarmaco por el tumor, en los otros dos cortes en el extremo superior derecho también se
observa esta captaciéon correspondiente al tumor. La concentracion de actividad en el tejido
neoplasico fue de 32 + 6 uCi/cc y el valor estandarizado de la captacion promedio en tejido

neopldsico (SUV promedio) de 0.86 + 0. 17
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llustracion 20 Biodistribucion del radiofdarmaco [11C]-MET en un ratén atimico macho sano (Mus musculus (nude))
inoculado con células de glioblastoma C6. Estudio estdtico de 20 min después de 10 minutos de biodistribucion.
Actividad neta inyectada 677.1 uCi. Algoritmo de reconstruccion OSEM2D.

Pruebas en voluntarios sanos.

La pruebas en voluntarios sanos se realizaron después de que la [*C]-MET cumpliera
satisfactoriamente con todas las pruebas de control de calidad y que se realizaran los estudios de
biosdistribucién en roedores. El estudio de PET/CT con ['C]-MET se realizé en dos voluntarios
sanos, se les administré 10 mCi del radiofarmaco via intravenosa con un tiempo de reposo de 15

minutos antes de la adquisicién de la imagen.

La Hustracion 21 y 22 muestran las imagenes de la tomografia por emisién de positrones con
[*!C]-MET de los voluntarios sanos y su fusién con las imagenes obtenidas en la tomografia
computada. El primer voluntario (llustracién 21) se adquirié de cuerpo completo mientras que al
segundo voluntario solo se adquirié de media cabeza a medio muslo (llustracion 22). En ambos se
observa una captacién normal en los siguientes érganos: médula dsea, glandulas salivales, higado,
estdmago y una baja captacién en el intestino delgado, no se observa captacion en vejiga ni en el

tejido cerebral a pesar de que no se adquirié de cuerpo completo al segundo voluntario.

Se observd una captacion mas intensa en el estdmago en el segundo voluntario comparado con
el primero, esta captacion se considerd normal y se asocid a diferencias en el metabolismo de

cada voluntario.
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llustracion 22. Voluntario 2. Izquierda. Estudio PET/CT fusionado. Derecha. Estudio PET.
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Discusion.

Para la produccién de L-[*1C-metil]-metionina existen dos principales métodos y su variables, la
diferencia primordial entre ellos es el precursor utilizado. Cuando se utiliza L-homocisteina como
precursor es necesario afadir un soporte sélido para facilitar la reaccion de alquilacién, este
soporte sélido pueden ser KF en alimina o un cartucho de C18 impregnado con el precursor;
mientras que si se emplea la L-homocisteina tiolactona es indispensable hacer reaccionar el
precursor previamente con hidréxido de sodio para abrir el ciclo de la tiolactona y su posterior

metilacién [38, 46,50, 51].

Otra variable importante en la sintesis de [*!C]-MET es la obtencidn del [*'C]-CHsl, éste se puede
obtener por dos métodos diferentes conocidos como el método en fase gaseosa y el método
himedo. En el método himedo la reduccion del [*!C]-CO; se realiza con hidruro de litio y aluminio
(LiAIH4) y se adiciona acido yodhidrico para formar el ioduro de metilo, una vez formado se destila

al vaso o al reservorio en donde se encuentra el precursor [52].

Los métodos seleccionados para la produccion de [YC]-MET fueron: la sintesis de ioduro de
metilo en fase gaseosa y la metilacién facilitada con KF en alumina, se eligieron estos métodos por
que el médulo de sintesis cuenta con los hornos necesarios para realizar la conversidon en fase
gaseosa ademas la produccidn se facilita al disminuir el nimero de reactivos a preparar en cada
produccién, en la fase gaseosa las columnas utilizadas se cambian cada tres meses
aproximadamente, al disminuir el nimero de reactivos que se preparan al instante y se exponen al
medio ambiente, se reduce la contaminacién con diéxido de carbono ambiental, evitando

disminuir aun mas la actividad especifica [40, 41, 52].

Se prefirio utilizar como soporte sélido el KF/ alumina y como precursor la L-homocisteina en
lugar de la L-homocisteina tiolactona, la principal razén fue el hecho de que se necesita una
reaccién previa con la base, esto podria disminuir el rendimiento de la reaccién de metilacién si no

se rompe el ciclo de tiolactona de todas las moléculas del precursor.

Para poder realizar la sintesis con un soporte solido se acondiciond fisicamente el médulo de
sintesis, agregando un vaso de reaccidn con dos filtros, los cuales retuvieron a la alimina y al

precursor sin reaccionar. Los filtros ayudaron a la primera etapa de purificacién del producto y
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evitaron que el sélido obstruyera alguna otra linea indispensable en las sintesis realizadas en dicho

modulo.

A pesar de que las concentraciones del precursor y del flior iénico empleados para la sintesis se
encuentran por debajo de los limites establecidos en la farmacopea europea se cuantificd la
concentracién de éstos antes y después de la purificacidn. La concentracién de fldor se encuentra
100 veces por debajo del limite establecido por la farmacopea europea en la monografia de
fluoruro de sodio, por lo que podria ser aconsejable sustituir el cartucho de alimina plus por un
cartucho de alumina light, aumentando la eficiencia de la produccién al disminuir el porcentaje de

actividad retenida en el cartucho durante la purificacion.

La concentracion de L-homocisteina en el producto final se encuentra 11 veces por debajo del
limite establecido, la concentracion obtenida en el producto final en este trabajo (0.0115 + 0.0016)
es menor que la concentracidén de 0.051 mg /mL reportada Gémez et al [50] mientras que es
mayor que la concentracion de 0.0005 mg /mL obtenida por Schmitz et al [43]. Estas variaciones
dependen de la concentracién inicial utilizada y de la solubilidad del precursor en los solventes
empleados. Lo importante a resaltar es que las tres concentraciones en los diferentes casos se

encuentran por debajo de lo establecido en la farmacopea europea.

El valor de la actividad especifica obtenido 0.2 Ci /umol es menor pero del mismo orden de
magnitud comparado con los valores obtenidos por Schmitz et al. [43] (1 Ci /umol) y por Gdmez et
al. [50] (0.77 Ci/umol), a pesar de que en el segundo, el ioduro de metilo se sintetizé por via
himeda. Sin embargo, estos resultados son mucho mayores comparados con los reportados Ming-
Rong et al. donde la produccién de [Y!C]-MET se realizé con L-homocisteina tiolactona y ioduro de
metilo producido por via humedad, donde reportaron una actividad especifica de 0.000012

Ci/umol [53].

Existen muchas fuentes de contaminacién con carbono-12 que pueden disminuir drasticamente
el valor de la actividad especifica, entre ellas estan el material del cuerpo del blanco, las posibles
fugas en la lineas de descarga, el abrir y cerrar las lineas al medio ambiente sin purgar, y un mal o
escaso acondicionamiento de las trampas. Sin embargo, por el tipo de blanco molecular de la [**C]-
MET, el valor de la actividad especifica de este radiofdrmaco no es tan crucial, al tratarse de

transportadores [53].

El producto cumplié con todas las pruebas de control de calidad satisfactoriamente, permitiendo

realizar las pruebas preclinicas en los roedores con el modelo tumoral y en los voluntarios sanos.
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Conclusiones.

Se logré implementar satisfactoriamente la produccion de L-[**C-metil]-metionina ([*'C]-MET),
sin precedentes en México, obteniendo un rendimiento promedio corregido por decaimiento del

70 % con respecto a la actividad registrada de ioduro de metilo.

Con las modificaciones realizadas al médulo de sintesis TracerLab FX C Pro, es posible diversificar
e incrementar el nimero de moléculas marcadas con carbono-11, actualmente se pueden

sintetizar cuatro diferentes radiofarmacos utilizando ese mismo maodulo.

El uso de KF sobre alimina permite obtener mejores rendimientos en la metilacién y facilitar la
purificacién del producto utilizando una simple filtracién y dos cartuchos conectados en linea, el
uso del cartucho de C18 disminuye el 50 % del contenido de precursor en el producto final y el

cartucho de alumina plus reduce 100 veces la cantidad del ion fldor en el producto.

El producto cumplié satisfactoriamente todas las pruebas de control de calidad obteniendo una
pureza radioquimica del isémero L mayor al 99 %. Al cumplir el radiofarmaco con las
especificaciones del control de calidad se realizaron las pruebas preclinicas en roedores sanos y un
modelo tumoral de gliomas C6, observando una captacion especifica del radiofdrmaco [*'C]-MET
por el tejido tumoral. Con estos resultados se probd a la [*!C]-MET en voluntarios sanos,

demostrando la seguridad del producto para la administracién en pacientes.
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Anexol. Consentimiento informado.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ,/19
UNIDAD PET CICLOTRON pE ] NCA-!:

FACULTAD DE MEDICINA

INDICACIONES PARA PACIENTES Y FAMILIARES
A QUIENES SE LES HA ADMINISTRADO MATERIAL RADIACTIVO

Nombre del paciente: A £ 00 MOUNA 1Yo

NSNS
Fecha en que fue administrado el material radiactivo ' ? / “_ II D)
Radionclido:_ A =T Actividad: 1D 3 (mCi).

Rapidez de exposicién a 1m de distancia al egresar_\ O (mR/h).

Se le acaba de administrar material radiactivo, como parte de su estudio para el diagndstico, el cual fue
indicado por sumédico especialistaDr.: Mic 2| Aree | Avilc

El material radiactivo se elimina por la orir%‘a’. excremerﬁo, sudor y saliva. Para su seguridad y la de las
personas que conviven con Usted se le sugiere haga lo siguiente por lo menos DURANTE LA(S)

SIGUIENTE(S)__ < HORA(S):
Horadeinyeccion__ {1 Y() hrs.

a) Manteéngase a distancias mayores a un metro y durante el menor tiempo posible cerca de lactantes, nifios y mujeres

embarazadas.
b) Deserposible duerma sclo (a)en unacama, aungue en larecamaraduerman otras personas.

¢) De serposible, evitar relaciones sexuales durante el periodoindicado.

d) Después de iral bafio, jale el agua del sanitario porlo menos 3 veces.

e) Tome sus medicinas como le indique sumédicoy asista asu cita.

f) Tomesuficientesliguidos durante el periodo indicado.

Alos pacientes que se ha administrado Diazepam No deben conducir (Las siguientes 4-6 hrs.)
h) Evitarlactancia 12 horas posteriores al estudio.

i) Cualquier otra molestia acuda a su medicotratante.

LOS RESULTADOS SE ENTREGARAN DESPUES DE 2 A 3 DIAS HABILES,
A MENOS QUE SURJA ALGUN CONTRATIEMPO AJENO A LA UNIDAD
HORARIO DE ENTREGA DE 09:00 A 19:00 HRS.

PREVIA CONFIRMACION TELEFONICA.

- #—b—/:
FIRMA DE ENFERATIO DEL PACIENTE O FAMILIAR
Planta Baja del Nuevo Edificio de Investigacion

Facultad de Medicina-UNAM, Ciudad Universitaria, México, D. F. C.P. 04510
Tel.:5623 2299, 5623 2287 5616 3666, 5616 4561, 5616 7369 / Fax 5623-2115
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NAM

FACULTAD DE MEDICINA

UNIDAD PET CICLOTRON

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA LAAPLICACION DE MATERIAL RADIACTIVO (PET) Y (MEDIOS DE CONTRASTE)
En los estudios que fueron solicitados por su MEDICO TRATANTE se requiere la administracion de
sustancias para identificar lo normal de lo patolégico. Como cualquier otro medicamento estos no estan
exentos de provocar reacciones adversas, las cuales pueden ser leves y transitorias (ronchas, prurito, dolor
de cabeza, vomito y diarrea). Pero en algunas ocasiones pueden llegar a poner en riesgo la vida. Por tal
motivo, solicitamos a usted su autorizacion para utilizarlas, o no.
Estoy informado (a) que la técnica tiene alta sensibilidad; sin embargo se pueden obtener resultados falsos
positivos o negativos y que ademas este procedimiento no puede detectar enfermedad microscépica, tal y
como se reporta en la literatura médica.
Para conocer ciertos factores de riesgo individuales informo lo siguiente:

ANTECEDENTES DE REACCIONESALERGICASAMEDICAMENTOS:

SI( ) WECIFIQUEAC AL e
REACCIONES ALERGICAS AMEDIOS DE CONTRASTE
SI( ) Ng{SPECIFIQUEAC

ENFERMEDADES TALES COMO HIPERTENSIONARTERIAL, DIABETES,
ENFERMEDADES RENALES, ETC. ESPECIFIQUE _INJO)

ESTUDIOS PREVIOS DE IMAGEN/

MOTIVO DELESTUDIOACTUAL: _ PLOTOCOLO
TIPO DE ESTUDIOAREALIZAR: 'PET/ (1wl T OninA

ENTERADO DE LO YA SENALADO ACEPTO SE ME ADMINISTRE EL (LOS) MEDIOS DE CONTRASTE Y
RADIOFARMACOS PARA LA REALIZACION DEL O LOS ESTUDIOS QUE FUERON PRESCRITOS POR
MIMEDICO TRATANTE.

NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE. f% —
(JLI]]JU Pu‘urlu Bljll.\.\ _-)

NOMBRE Y FIRMA DEL FAMILIAR QUE LOACOMPANAY/O PERSONARESPONSABLE.

S weld]

Planta Baja del Nuevo Edificio de Investigacion
Facultad de Medicina-UNAM, Ciudad Universitaria, México, D. F. C.P. 04510
Tel.:5623 2299, 5623 2287 5616 3666, 5616 4561, 5616 7369 / Fax 5623-2115
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INDICACIONES PARA PACIENTES Y FAMILIARES
A QUIENES SE LES HA ADMINISTRADO MATERIAL RADIACTIVO

\2

Nombre del paciente: _{/GTCEL  (DIA T HERNANE
Nl w2

Fecha en que fue administrado el material radiactivo =y g‘k L/ | /;5

Radionuclido:_ PALC | Actividad: S (mCi).

Rapidez de exposicién a 1m de distancia al egresar _| Q (mR/h).

Se le acaba de administrar material radiactivo, como parte de su estudio para el diagnéstico, el cual fue

indicado por su médico especialistaDr.._ (M ol FVerl Al .
El material radiactivo se elimina por la orina,Iexcremento,\SUdor y saliva. Para su seguridad y la de las
personas que conviven con Usted se le sugiere haga lo siguiente por lo menos DURANTE LA(S)

SIGUIENTE(S) HORA(S):

Horadeinyeccion__ | ) '3 hrs.

a)

Manténgase a distancias mayores a un metro y durante el menor tiempo posible cerca de lactantes, nifios y mujeres

embarazadas.
De ser posible duerma solo (a) en una cama, aunque en la recdmara duerman otras personas.

De ser posible, evitar relaciones sexuales durante el periodoindicado.

Después deiral bano, jale el agua del sanitario por lo menos 3 veces.

Tome sus medicinas como le indique su médico y asista a su cita.

Tome suficientes liquidos durante el periodo indicado.

Alos pacientes que se haadministrado Diazepam No deben conducir (Las siguientes 4-6 hrs.)
Evitar lactancia 12 horas posteriores al estudio.

Cualquier otra molestia acuda a su médico tratante.

LOS RESULTADOS SE ENTREGARAN DESPUES DE 2 A 3 DIAS HABILES,
A MENOS QUE SURJA ALGUN CONTRATIEMPO AJENO A LA UNIDAD
HORARIO DE ENTREGA DE 09:00 A 19:00 HRS.

PREVIA CONFIRMACION TELEFONICA.

- ——er

FIRMA DE ENTERADO DEL PACIENTE O FAMILIAR
Planta Baja del Nuevo Edificio de Investigacién

Facultad de Medicina-UNAM, Ciudad Universitaria, México, D. F. C.P. 04510
Tel.:5623 2299, 5623 2287 5616 3666, 5616 4561, 5616 7369 / Fax 5623-2115
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HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA LAAPLICACION DE MATERIAL RADIACTIVO (PET) Y (MEDIOS DE CONTRASTE)

En los estudios que fueron solicitados por su MEDICO TRATANTE se requiere la administracion de
sustancias para identificar lo normal de lo patolégico. Como cualquier otro medicamento estos no estan
exentos de provocar reacciones adversas, las cuales pueden ser leves y transitorias (ronchas, prurito, dolor
de cabeza, vomito y diarrea). Pero en algunas ocasiones pueden llegar a poner en riesgo la vida. Por tal
motivo, solicitamos a usted su autorizacién para utilizarlas, o no.

Estoy informado (a) que la técnica tiene alta sensibilidad; sin embargo se pueden obtener resultados falsos
positivos o negativos y que ademas este procedimiento no puede detectar enfermedad microscépica, tal y
como se reportaen la literatura médica.

Para conocer ciertos factores de riesgo individuales informo lo siguiente:

ANTECEDENTES DE REACCIONESALERG NTOS:

SI( ) WPECIFIQUEA

REACCIONESALERGICASAMEDIOS DE CONTRASTE

SI( ) NQ}Q‘\ESPEClFlQUEACUAl__———-——*

ENFERMEDADES TALES COMO HIPERTENSIONARTERIAL, DIABETES,
ENFERMEDADES RENALES, ETC. ESPECIFIQUE NS

ESTUDIOS PREVIOS DE IMAGEN; _——

MOTIVO DEL ESTUDIOACTUAL: _ YROTOCOLO

TIPO DE ESTUDIOAREALIZAR: _‘(JET / Ct_ B METIONWA

ENTERADO DE LO YASENALADO ACEPTO SE ME ADMINISTRE EL (LOS) MEDIOS DE CONTRASTE Y
RADIOFARMACOS PARA LA REALIZACION DEL O LOS ESTUDIOS QUE FUERON PRESCRITOS POR
MIMEDICO TRATANTE.

NOMBRE )RMADELP CIENTZ [QAJ_’/W
5 Zﬁ,m- ).’a? 2116 Y14

NOMBRE Y FIRMA DEL FAMILIAR QUE LOACOMPANAY/O PERSONARESPONSABLE.

1oyl &
Planta Baja del Nuevo Edificio de Investigacion
Facultad de Medicina-UNAM, Ciudad Universitaria, México, D. F. C.P. 04510
Tel.:5623 2299, 5623 2287 5616 3666, 5616 4561, 5616 7369 / Fax 5623-2115
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