UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
POSGRADO EN CIENCIAS FiSICAS (FISICA MEDICA)
UNIDAD DE RADIOFARMACIA CICLOTRON, FACULTAD DE MEDICINA

TRASTUZUMAB RADIOMARCADO CON %CU PARA LA EVALUACION Y
SEGUIMIENTO DE TUMORES HER2 POSITIVOS MEDIANTE IMAGEN
MOLECULAR PET.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS FISICAS (FISICA MEDICA)

PRESENTA:
ARMANDO SEBASTIAN ORDONEZ CANUL

TUTOR PRINCIPAL:
DR. MIGUEL ANGEL AVILA RODRIGUEZ
UNIDAD DE RADIOFARMACIA-CICLOTRON, FACULTAD DE MEDICNA
COMITE TUTOR:

DR. HECTOR ALVA SANCHEZ
INSTITUTO DE FISICA

DRA. ANA LEONOR RIVERA LOPEZ
INSTITUTO DE CIENCIAS NUCLEARES

CIUDAD UNIVERSITARIA, CD. MX., 2022



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos Institucionales

Al Posgrado en Ciencias Fisicas (Fisica Médica) de la UNAM.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por la beca otorgada

para la realizacion de mis estudios.

A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAE) proyecto

PAPIIT IT202518, por el apoyo para la obtencion de los materiales necesarios.

A la Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAE) proyecto

PAPIIT 1T200221, por la beca otorgada para terminar la escritura de la tesis.

A la Unidad Radiofarmacia-Ciclotrén de la Divisién de Investigacién, Facultad de
Medicina de la UNAM, por facilitar sus instalaciones para la produccion del

radiofarmaco.

Al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ),

gue proporciond el modelo animal para realizar los estudios preclinicos.

Al Laboratorio de Investigacion Preclinica microPET de la Facultad de Medicina de
la UNAM, por la realizacion de los estudios microPET.

Al Laboratorio Nacional de Investigaciéon y Desarrollo de Radiofarmacos del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares (LANIDER-ININ), por el desarrollo de la

molécula precursora.



Agradecimientos

Al Dr. Miguel Angel Avila Rodriguez por su ensefianza y el tiempo dedicado para la

elaboracion de este proyecto.

A los miembros del comité tutor, el Dr. Héctor Alva Sanchez y la Dra. Ana Leonor
Rivera Ldépez por sus comentarios y aportaciones para la realizacion de este

proyecto.

Al M. en C. Adolfo Zarate Morales y al Fis. Armando Flores Moreno por la irradiacion

de los blancos en el ciclotron.

A la Dra. Martha Pedraza Lépez del INCMNSZ quien inocul6 las células para el

crecimiento de los tumores.

A la Médico Veterinario Dafne Fabiola Gardufio Torres y al Dr. Arturo Avendafo
Estrada por su apoyo en la realizacion de los estudios preclinicos con el equipo
microPET.

A los sinodales la Dra. Isabel Gamboa, la Dra. Mercedes Rodriguez, el M. en C.
Stevan Herrera y la M. en C. Sarahi Rosas por la revision de la tesis y sus

comentarios que enriquecieron el contenido de esta.

Al M. en C. Benito Goéngora Servin por su tiempo y ensefianzas en el modulo de

separacién radioquimica.



A mis profesoras y profesores de la maestria que aportaron mucho en mi

aprendizaje y formacion incluso durante la pandemia de COVID-19.

A mis compafieros de maestria por el apoyo mutuo y motivacién durante los cursos,

la residencia hospitalaria y la elaboracion de este escrito.

A mi familia, mi madre Maribel Canul Almaraz, mi padre Armando Ordofiez Meneses
y pareja Iris Serrano por siempre apoyarme al iniciar con un nuevo proyecto y en

alcanzar mis metas.



indice

(€10 17 1 1o TSSOSO 7
(O o1 (V] (o X0 M V] 4 o Yo [ U ToX o7 T ] o SRR 11
O O T g ToT T e [Ny 4 =1 o - PSSR 11
1.1.1. Estructura de la mama, evolucion y estadio del cAncer de mama............... 11
1.1.2. CAncer de Mama HER2+ ...ttt 14

1.2. ANticuerpos MONOCIONAIES .........ooi i 15
120, TraStUZUMAD ..ottt sttt beste s et e e e e eneeneas 17
1.2.2. Resistencia al traStUzumab .........ccocvvieieiieieseceee e 18
1.2.3. Tratamiento cON traStUzumab ........cccoeeeveiieiereceeee e 19

HIRRC TR = = To 1o o 1 o] 1o Lo =SSP 20
1.3.1. DecaimientO radiaCtiVO ......ccocevererieieieieieecsese et 20
1.3.2. B8C Uttt bbbttt bbbttt ettt 22

1.4, RAIOTAIMACOS ..oiiieieeeeeett ettt sttt s e te s te st e s e s e s eneeneene e 23
1.5. Agentes quelantes DifUNCIONAIES........ccccvviiirininie e 24
1.6. Tomografia por Emisién de Positrones (PET) ..., 25
1.6.1. Principio fisico de funcionamiento.......cccccceviieeciinicicceceece e 25
1.6.2. Aplicaciones clinicas de laimagen molecular PET .........ccccocevvinnenncneennen. 29

A @ T 1 =1 €Yo 1 TR 30
1.7.1. ODJELIVO QENETAI ..ottt et e e e e ne e e 30
1.7.2. Objetivos €SPECITICOS .ccuiiiitieiececeeeeeee ettt et e 30

IR A L (=T o] =0 L= oL (=TSRSS 30
1.8. 1. TraSTUZUMAD ....ooviiiieiieiieiieieeiest sttt sttt ettt sb e st b e st s et eae e 30
1.8.2. RadiofArmacos CON BHCU ...cccueueuieciciiccccc e 32
Capitulo 2. Produccion y control de calidad..........ccceceeiverenineneieeeceeeesese e 34
2.1. Produccion del radioNUCHUO .....c.coveivirerieeeeeesese et 34
2.1.1. Seleccion del material BlanCO ........cooeveieieieeeseeeee s 34

................................................................................................................................................... 39
2.1.3. Separacion radioquimica y obtencion del radionUclido. .......ccoceovveveveinnnnee 42
2.1.4. Molécula precursoray sintesis radioquimica ........ccccecvevveveeinieseseseceeeee 45



2.2. CONEIOl A CAlIAA ...ttt ettt e e et e e sea e e e seaaeeeseaaeeesasneeees 46

2.2.1. INSPECCION VISUAL ...ttt 46
2.2.2. DeterminacCion del PH.......ccoo e 46
2.2.3. Pureza RadioNUCHAICA .....ccoueuirieirieiicsicccece ettt 47
2.2.4. PUreza radioqUIMICA......cceieecierieceeiese ettt st et et a et a e re s saesteernennens 47
2.2.5. PUIEZA QUIMICA c.eoveeeeiieiiieiieeete ettt 47
2.2.6. ESTEIITIAAM ...t 47
2.2.7. ENAOtOXiNas DACLErianas ........c.ccoevireieiiirieeseeeeee s 48

Capitulo 3. Farmacocinética y biodistribucion de radiofarmacos en estudios PET .. 49

3.1. Transporte al objetivo MOIECUIAN ........c.coievieieeeeeee e 50
3.2. BiodiStribUCION PreCliNiCa ..o e 55
3.2.1. Obtencidn de 1a biodiStriDUCION .....cc.cviiiiieee e 56
32,2, DISECCION ..ttt sttt b ettt b et b e b e 56
3.2.3. Imagenes preclinicas MICrOPET ... 58

3.2.4. Escalamiento de la biodistribucién en un modelo animal a un humano. .. 59

3.3. BiodisStribUCION CHNICA c.cvcuveieeiieiiciececeeeeee e 61
3.3.1. Obtencién de la biodistribucion mediante imagen molecular PET ............. 62
3.3.2. Determinacion de la cantidad de estudios y los intervalos temporales
ENTIE CAUA UNOD .ottt ettt b e bbbttt et s bt et sa e s bt e b et e e eneenes 62
3.3.3. IMAgenes PET OLIENIAAS ....cccocuieeeiieecececteeeee ettt st 63

3.4. MetaboliZaCiOn Y EXCIrECION. ...ttt ettt rn et 64

Capitulo 4. DOSIMELITa INTEINA. c..cvceeieecieeeeeeee et seenas 65

4.1. Magnitudes en doSimetria iNTEIrNa .....ccoceveieeeiceeec e 65
4.1.1. DOSIS @DSOTDITA. .ceeieuieiieiirieriertereeeee ettt 65
4.1.2. DOSIS EQUIVAIENTE ..ottt ettt et s be e be e b e beeaaeneas 66
4.1.2. DOSIS EF@CHIVA.ccuiiiieieieieieeeese ettt sttt ne e 67

4.2. Calculo de la dosSis abSOrbida.......cceeveirieirieirieeeeeeee s 68
4.2.1. Actividad aCUMUIAUEA........ccceriririeieieieeeeeee ettt 70
4.2.2. Determinacion de la concentracion de actividad ........cc.ccocveevenenenenieneeeenene, 71
4.2.3. FracCion abSOrDIda......ccccoueiririieseeeee ettt 72
4.2.4. DOSIS @DSOIDIda....cceeieeeeeee e e 73

Capitulo 5. Materiales Y MELOUOS.....c.ciiieicecteeeeeee e 74

5.1 EI€CtrOAEPOSICION ..ottt sttt b et ne s e 74



5.2 Recuperacion y reciclado de B Ni........ccoecveveeieieeeceeeeeeeceeeteee et 75

RGN = o] 1 41 =1 o 1= To 1TSS 76
5.4 Separacion radioqUIMICA......cccverireirieieeieieseeer ettt 77
5.4.1 MAdulo de separacion radioqUIMICa.......ccccceviieeciesieeeniiceeeese et 77
5.4.2 Espectrometria gamma del radiofarmaco .......cccccceovveevinievineeceeceee e, 80

TSI 2 =T 1T ] 0= T of=To o LSS 81
ST A [ o] U o - T o | o SRR 82
5.5.2 Purificacion via cromatografia por exclusion de tamafio.........cocccveeereinnnee 83

5.6 EStUAIOS PrECIHNICOS ..ovieiiieeieeseeeste ettt sttt et s ae st e be s re e 84
5.6.1 CUANTITICACION ..ottt sttt 86
5.6.2 DOSIMEITa INTEIMA.....iiiieieieieeeeeee ettt ens 87
Capitulo 6. RESUITAUOS ..ottt 89
6.1 ElECIrOAEPOSICION ...ocuiiiiieiiiee ettt ettt 89
6.2 Recuperacion y reciclado de BN ..o 90
LSS = ToT 1 a1 o = 1o L= OSSPSR 91
6.4 Separacion radioqUIMICA......cccveireirieieeree ettt 91
6.4.1 Espectrometria gamma del radiofarmaco ..........ccocecveiveinienenneseeceee 93

6.5 RAIOMAICAUO ...ttt sttt b e st b e ste s et e e s e 94
6.5.1 Purificacidon via cromatografia por exclusién de tamafio.........cccceeeveeeeneenn, 94

6.6 EStUAIOS PrECIHNICOS ..oeieiiteeeeeteeee ettt sttt st st e re b s aeenne e 96
6.6.1 BiOAISTIDUCION.....cuiiiiiieiiic ettt 96
6.6.2 CUANTITICACION c.eoviiiiieiee ettt 100
6.6.3 DOSIMELITA INTEIMA.....ciiieieieieee ettt eneas 105
CONCIUSIONES ..ottt st sttt s e s bestesbe b et eneeseebeesesbestensentenaeneenensens 113
27101 [To Yo = L - VRO SO SRRSRPSRRRN 116



Glosario

AAPM: American Asociation of Physicists in Medicine (Asociacion americana de

fisicos en medicina).
ADN: Acido Desoxirribonucleico.

AJCC: American Joint Comittee on Cancer (Comité colectivo americano sobre el

cancer).
Akt: Protein Kinase B (Proteina kinasa B).

ALARA: As Low As Reasonably Achievable (Tan bajo como sea razonablemente

posible).

BFCA: Bifunctional Chelating Agent (Agente quelante bifuncional).

CDIS: Carcinoma Ductal In Situ.

CDI: Carcinoma Ductal Invasivo.

CE: Captura Electroénica.

CISH: Cromogenic In Situ Hybridization (Hibridacion in situ cromogénica).
CLI: Carcinoma Lobular Invasivo.

CLIS: Carcinoma Lobular In Situ.

CT: Computed Tomography (Tomografia computarizada).

DE: Desviacion Estandar.

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor (Receptor del factor de crecimiento

epidérmico).

FcRn: Neonatal Fc Receptor (Receptor neonatal de Fc).

FDA: Food and Drug Administration (Administracion de medicamentos y alimentos).
FDG: Fluorodeoxyglucose (Fluorodesoxiglucosa).

FISH: Fluorescence in situ hybridization (Hibridacion fluorescente in situ).



FOV: Field Of View (Campo de vision).
HD: Hiperplasia Ductal.
HDA: Hiperplasia Ductal Atipica.

HER2: Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (Receptor del factor de

crecimiento epidérmico humano tipo 2).
HLA: Hiperplasia Lobular Atipica.

HPLC: High Performance Liquid Cromatography (Cromatografia liquida de alta

eficiencia).

IAEA: International Atomic Energy Agency (Organismo internacional de energia

atomica).

ICRP: International Comission on Radiation Protection (Comision internacional de

proteccion radiologica).

ICRU: International Comission on Radiation Units (Comision internacional en
unidades de radiacion).

Ig: Inmunoglobulina.

IGF1R: Insulin-like Growth Factor | Receptor (Receptor del factor de crecimiento de

tipo Insulina I).

IHC: Inmunohistochemistry (Inmunohistoquimica).

ISH: In Situ Hybridization (Hibridacion in situ).

LANIDER: Laboratorio Nacional de Investigacion y Desarrollo de Radiofarmacos.

LVEF: Left Ventricular Ejeccion Fraction (Fraccibn de eyeccion ventricular

izquierda).
mAb: Monoclonal Antibody (Anticuerpo monoclonal).

MAPK: Ras-mitogen-activated protein kinases (Proteinas quinasas activadas por

mitégeno Ras).



MOSFET: Metal Oxide Semiconductor Field Effect Transistor (Transistor de efecto

de campo metal-0xido semiconductor).
MRI: Magnetic Resonance Imaging (Imagen por resonancia magnética).
MmTOR: Mammalian Target Of Rapamycin (Objetivo mamifero de rapamicina).

OLINDA/EXM: Organ Level INternal Dose Assessment / Exponential Modeling

(Evaluacion de dosis interna a nivel de érganos / modelado exponencial).
OMS: Organizacion Mundial de la Salud.
OS: Overall Survival (Sobrevivencia promedio).

OSEM2D: Ordered Subset Expectation Maximization 2D (Maximizacién de

expectativas de subconjuntos ordenados 2D).

PBS: Phosphate Buffered Saline (Bufer fosfato salino).

PET: Positron Emision Tomography (Tomografia por emisién de positrones).
PFS: Progression Free Survival (Sobrevivencia libre de progresion).

p.i.: post Inyeccion.

PI3K: Phosphatidylinositol 3 -kinase (Quinasa 3 fosfatidilinositol).

PTFE: Politetrafluoroetileno.

PRQ: Pureza Radioquimica.

ROI: Region Of Interest (Region de interés).

ROS: Reactive Oxygen Species (Especies reactivas de oxigeno).

SPECT: Single Photon Emision Computed Tomography (Tomografia computarizada

por emision de fotdn Unico).
TKR: Tyrosine Kinase Receptor (Receptor de la tirosina quinasa).
TLC: Thin Layer Cromatography (Cromatografia en capa fina).

UNAM: Universidad Nacional Autbnoma de México.



VEGF: Vascular Endotelial Growth Factor (Factor de crecimiento vascular
endotelial).

VOI: Volume Of Interest (Volumen de interés).

ppm: partes por millén.
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Capitulo 1. Introduccién

1.1. Cancer de mama

El cancer de mama es el cancer mas frecuente en la mujer, se presenta
generalmente entre los 35y 80 afos, siendo de mayor riesgo entre los 45y 65 afios.
En México es la principal neoplasia que presentan las mujeres mayores de 20 afios
con el 30.9% del total de tumores malignos diagnosticados, teniendo una tasa de
mortalidad de 15 en cada 100,000 habitantes.[1]

La incidencia en el pais (casos nuevos por cada 100,000 habitantes) para el 2013
fue de 26.2 casos nuevos presentando un incremento respecto al 2007 con 22.09.
El grupo de edad con mayor incidencia en 2013 fue el de 60 a 64 afios con una tasa
de incidencia de 67. En cuanto a la tasa de mortalidad por grupo de edad se
presenta una tendencia de aumento conforme aumenta la edad, siendo el grupo de
80 afios y mas el de mayor vulnerabilidad con 64 fallecimientos por cada 100,000
habitantes, esto debido al incremento en la presencia de enfermedades cronico-

degenerativas que dificultan la respuesta a terapia.

1.1.1. Estructura de la mama, evolucién y estadio del cancer de mama

La mama esta conformada principalmente por tejido adiposo, teniendo entre 12 y
20 Iébulos conformados por lobulillos en los cuales es producida la leche materna
durante la lactancia, la cual fluye por ductos lobulares hasta el pezén, siendo estas
dos estructuras las principales en las cuales se desarrollan las células cancerosas
[2]. La mama igualmente presenta una serie de ductos y ganglios linfaticos los
cuales son una de las principales vias en las cuales el cancer de mama hace

metastasis.

La evolucidn del cancer depende del origen del tumor. Teniendo su origen en los
ductos comienza por una hiperplasia ductal (HD) progresando a una hiperplasia
ductal atipica (HDA), carcinoma ductal in situ (CDIS) y finalmente un carcinoma
ductal invasivo (CDI). Cuando el origen son los I6bulos mamarios empieza como
una hiperplasia lobular atipica (HLA), pasando por un carcinoma lobular in situ

(CLIS) y finalmente un carcinoma lobular invasivo (CLI).[3]
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En cuanto al estadio clinico la tabla 1.1 resume las principales definiciones de la
clasificacion TNM designada por la American Joint Comittee on Cancer (AJCC) la
cual toma en cuenta el tamafio del tumor, estados del ganglio linfatico, niveles de
los receptores de progesterona y estroégeno en el tejido tumoral, presencia del
HER2, grado del tumor, estadio de la menopausia y estado general de salud de la

paciente.[4]
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Tabla 1.1. Definiciones clinicas y patoldgicas de la clasificacion TNM por la AJCC.[4]

Definiciéon del tumor primario (T) clinicay patolégicamente

TO Sin evidencia de tumor primario

Tl Tumor de didmetro < 20 mm

T2 Tumor > 20mm y < 50 mm

T3 Tumor > 50mm

T4 Tumor de cualquier tamafio con
extension a la pared toracica y/o piel.

Definicion clinica de los ganglios linfaticos regionales (cN)

cNO Sin metastasis a ganglios linfaticos
Metastasis a los ganglios linfaticos

cN1 . . .
axilares movibles del nivel I, II.
Metastasis en ganglios linfaticos axilares

cN2 de nivel I, Il que estan clinicamente
fijados o mezclados.
Metastasis en ganglios linfaticos
infraclaviculares (nivel 1lI) con o sin

cN3 metéastasis en nivel | y II; o metastasis en

ganglios linfaticos supraclaviculares con
0 sin ganglios axilares o mamarios
internos involucrados.

Definiciones patolégicas de ganglios linfaticos regionales (pN)

pNO

pN1

pN2

pN3

Sin metastasis a ganglios linfaticos
regionales

Micro metastasis; o metastasis en 1-3
ganglios linfaticos axilares.

Metastasis en 4-9 ganglios linfaticos
axilares; o ganglios linfaticos mamarios
internos positivos

Metastasis en mas de 10 ganglios
linfaticos axilares

Definicion por metéastasis distante (M)

Sin evidencia clinica o radiografica de

MO . .
metastasis distante.
M1 Metastasis distante detectada por medios
clinicos y radiograficos.
Cualquier rueba histolégica de
pM1 q p g

metastasis distante.
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1.1.2. Cancer de mama HER2+

Una de cada cinco pacientes con cancer de mama presenta una sobre expresion
del Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano tipo 2 (HER2+), el cual
ayuda a controlar el metabolismo de la glandula mamaria [5]. Esta sobre expresion
causa la replicacion y division de las células mamarias de una manera

descontrolada lo cual vuelve a los tumores HER2+ mas agresivos y metastasicos.

El cancer de mama envuelve diferentes etapas previas y origenes del tumor primario
por lo tanto se requeriran diferentes métodos de tratamiento en funcién del origeny
su histologia. Una de las caracteristicas mas importantes que se distingue entre los
tipos de cancer de mama es la sobre expresion del HER2. La sobreexpresion del
receptor viene mediada por el gen HER/neu el cual pertenece a la familia de genes
que codifican factores de crecimiento transmembrana, como los receptores EGFR,
HER3 y HER4. Para obtener una sobreexpresion de HER2 el oncogén HER2/neu,
localizado en el cromosoma 17, debe presentar una amplificacion que provoca la

expresion de hasta 100 veces el valor normal del receptor en las células tumorales
61, [7].

Una de las caracteristicas principales del HER2 viene de ser transmembrana, donde
la parte extracelular del receptor tiene la facilidad de formar homodimeros y
heterodimeros con los demas receptores de la familia HER, con lo cual facilitan la
iniciacién y transduccion de sefales hacia el nucleo celular. El HER2 puede
dimerizarse con los demas receptores sin necesidad de un ligando y no se tiene

identificado alguno para este receptor.

La parte intracelular del receptor tiene actividad de la tirosina quinasa, regulando
asi factores fisiolégicos, de crecimiento y de diferenciacion celular, cumpliendo un

papel importante en la aceleracion de la tumorigenesis.

La expresion de HER2 ocurre en la etapa in situ del desarrollo tumoral y esta
asociado con tumores de alto grado pobremente diferenciados, ocasionando una
alta proliferacion celular, invasion a ganglios linfaticos y una resistencia a ciertos
farmacos de quimioterapia. Molecularmente la sobreexpresion genética del HER2

viene acompafado de cambios extensos en los patrones de expresion genética de
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las células cancerosas provocando una variabilidad en la expresion heterogénea de
HER2 en el tumor primario o metastasis. Esto ultimo podria indicar que un tumor
sea HER2+ mientras que su metastasis no (o viceversa), o que el tumor sea
heterogéneo a HERZ2, lo que provoca una resistencia a los farmacos dirigidos al
receptor y una peor prognosis [8], [9], [10].

Para indicar que un tumor es HER2+ se tienen diferentes técnicas para su

evaluacion, entre las principales se encuentran las siguientes [11]:

- Andlisis inmunohistoquimico (IHC): Su principal indicador es la proteina
HER2 en las células cancerosas y si se encuentra en grandes cantidades
sobre la membrana celular. Los resultados de la técnica pueden ser O
(negativo), 1+ (negativo), 2+ (ambiguo y requiere mas pruebas) y 3+ (positivo
a la sobreexpresion de HER?2).

- Analisis por hibridacion fluorescente in situ (FISH): Va enfocado al analisis
de las copias del gen HER2/neu en las células cancerosas mediante un
fragmento de ADN marcado fluorescentemente que hibrida con el oncogén.
Los resultados son positivos 0 negativos a la amplificacion del gen.

- Analisis de Her2 mediante hibridacion cromogénica in situ (CISH): Al igual
gue el anterior mide las copias del gen HER2/neu dando un resultado positivo
0 negativo, la diferencia con la técnica FISH es la emision de luz visible y no

por fluorescencia.

1.2. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales (mAb) son glucoproteinas especializadas que
forman parte del sistema inmune con la capacidad de reconocer células especificas
(antigenos) y ligarse a ciertos receptores celulares. Son monoclonales ya que su
seleccién va enfocada a un solo clon activado de células B produciendo un
anticuerpo para un solo antigeno. Estos tienen un potencial uso clinico como
herramientas para el diagnostico y tratamiento de enfermedades inmunoldgicas y

neoplasicas [12].
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Su estructura tiene una forma de Y (figura 1.1), en la cual las puntas presentan las
uniones a los antigenos. Estan conformados por cadenas ligeras y pesadas. Cada
cadena ligera tiene una porcion constante (CL) y una variable (VL) que nos da la
especificidad a antigenos. Las cadenas pesadas igualmente contienen entre 3y 4
porciones constantes (CH) que nos indican si es IgG, IgM, IgA, IgD e IgE vy
dependiendo de cada clase o subclase seran sus propiedades, y una porcion
variable (VH). Las porciones variables de las cadenas ligeras y pesadas sirven de
uniones a los antigenos y al ser variables nos dan una posibilidad muy amplia de
reconocimiento antigeno. Entre las porciones constantes 1y 2 de la cadena pesada
se encuentra una bisagra que le proporciona flexibilidad y acoplamiento espacial
adaptable al mAb. También, los mAb’s se dividen en dos fracciones, de
reconocimiento antigénico Fab y cristalizable Fc que media funciones como
citotoxicidad y el tipo de unién con los receptores de membrana, esto en conjunto

con el extremo carboxiterminal (COOH).[13]

Region
variable
. ; NH iz ;
Unién a antigeno i Union a antigeno
\ G . /
N CH1

VL

Fab \ =, _(_ ... ok
Bisagra
Activacion de
Fc

complemento

Union a células

COOH

Figura 1.1. Estructura de un anticuerpo monoclonal. Las cadenas pesadas

aparecen en negro y las ligeras en gris.[13]
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Entre las aplicaciones de los mAb se encuentran las siguientes:

- Detectar y cuantificar expresion gendémica.

- Localizar la expresion de genes a nivel celular y de tejidos.

- ldentificacion de marcadores fenotipicos unidos a un tipo de célula particular.

- Diagnostico de enfermedades infecciosas y sistémicas al detectar antigenos
y anticuerpos especificos como en la artritis reumatoide.

- Diagnostico y tratamiento de tumores que presenten una sobreexpresion de
ciertas moléculas en la superficie celular o intracelular al adherirse a ellas y
estimular o inhibir funciones celulares.

- Desarrollo de vacunas.

- Tratamiento en la intoxicacion por farmacos

1.2.1. Trastuzumab

El trastuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG1 que se une
de manera selectiva y eficiente al dominio IV del receptor de HER2. Sus
mecanismos de accion son variados, entre ellos se encuentran la citotoxicidad
mediada por anticuerpos ya que activa linfocitos B que reconocen al anticuerpo y
atacan a las células cancerosas, inhibe el anclaje del dominio extracelular del HER2,
revoca la sefalizacion oncogénica, disminuye la angiogénesis, los caminos de
reparacion del ADN y no permite la homodimerizacion y heterodimerizacién con los

demas miembros de la familia HER [14].

Este anticuerpo monoclonal ha demostrado su eficacia como tratamiento ya sea
independiente 0 en conjunto con quimioterapia, terapia endocrina u otros

anticuerpos monoclonales anti HER2 [15].

El tratamiento con trastuzumab presenta varios efectos adversos, siendo el mas
severo la cardiotoxicidad. La cardiotoxicidad provocada por trastuzumab es
reversible ya que no ocasiona un dafo estructural al miocardio. Los aspectos
moleculares del dafio no se conocen en su totalidad sin embargo se tiene una idea
de a qué se deba. Una de las causas puede ser que las células del miocardio
expresan HER2 y al unirse la proteina Neurogulina-1 (NRG-1) desencadena una

cascada de eventos que promueven la estabilidad de sarcomeros y relaja el estrés
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oxidativo lo cual previene la apoptosis. Al administrar trastuzumab la cascada de
sefalizacion es interrumpida al bloquearse los receptores en la célula, se suprime
la autofagia en los cardiomiocitos, se inhibe la capacidad de reciclar sustratos
toxicos de la célula provocando una acumulacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) finalmente ocasionando dafio a los cardiomiocitos. Esto lleva a cambios en
la estructura terciaria del aparato contractil cardiaco sin muerte celular y sin cambios
de la ultraestructura, por lo tanto, si se interrumpe la terapia se observa una mejora
en la condicion cardiaca del paciente desinhibiendo la sefializacion del NRG-1 [7],
[16].

Esta cardiotoxicidad se vuelve irreversible si se presenta cuando la terapia se
administra en conjunto con quimioterapia de antraciclinas, la cual involucra un dafio
directo a los cardiomiocitos. El dafio ocasionado lleva a una disminucion de la
fraccidn de eyeccion ventricular izquierda (LVEF) y finalmente a fallo cardiaco
congestivo hasta en un 27% de los casos [17]. Por lo cual no se recomienda la
administracion de trastuzumab con antraciclinas concomitantemente o si después
de la terapia de antraciclinas se tienen valores de LVEF entre 50-54%. Otros

factores de riesgo incluyen la edad (> 50 afios) e hipertension [18].

Otros efectos adversos del trastuzumab son la fatiga, diarrea, nausea, vomito, tos,

nasofaringitis, entre otros.

1.2.2. Resistencia al trastuzumab

El cancer de mama HER2+ puede presentar resistencia al trastuzumab por diversos
factores. Esta resistencia puede ser intrinseca, si no se obtiene una respuesta
positiva a terapia, o una respuesta adquirida si la enfermedad progresa después de
una respuesta clinica beneficiosa inicial. Entre los diversos factores que involucran

la resistencia se resumen los siguientes [19]:

- Expresion de otros miembros de la familia HER: La expresiéon de EGFR y
HER3 en el cancer de mama HER2+ se ha asociado con una resistencia al
trastuzumab ya que pueden producir dimerizaciones alternativas al
bloguearse los HER2. Las células tumorales de la mama pueden producir los

ligandos del HER3 (heregulina/neuregulina 1) y su secrecion autocrina o
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paracrina promueve la formacion de heterodimeros HER2/HER3 donde el
HER2 este parcialmente bloqueado.

Expresion del receptor del factor de crecimiento del tipo insulina | (IGF1R):
Este receptor también desencadena una serie de sefializaciones similar a la
familia HER promoviendo el desarrollo tumoral, siendo reclutado en
complejos de sefalizacion con los HER2 y HER3 para activar la via PI3K, lo
cual se asocia con una resistencia al trastuzumab.

Met y EphA2 TKR’s: Met TKR en conjunto con su ligando, el factor de
crecimiento hepatocito, tienen una sobreexpresion en algunos tumores
HER2+ asociandose con una resistencia al trastuzumab mediante una
activacion sostenida de la via Akt. El tratamiento con trastuzumab parece
promover la fosforilacion de la EphA2 tras activar la Src kinasa, la cual
incrementa la sefializacion por las vias Pi3K/Akt/MAPK llevando a una
resistencia al trastuzumab.

Expresion del receptor de estrégeno (ER): La presencia de ER y HER2 en
tumores se ha visto asociada a una disminucién de la respuesta patologica
completa en pacientes recibiendo quimioterapia y medicamentos anti-HER2.
Las observaciones apuntan a que la presencia del ER sirve como via de
escape al blogueo del HER2 para mantener el crecimiento tumoral por dicha
via de sefializacion. El ER regula la expresion de diferentes genes como el
IGF1R, VEGFR y HER.

Expresion del fragmento p95HER2: Este es un subtipo de HER2 el cual
carece del dominio extracelular, lo que imposibilita el acoplamiento del

trastuzumab y por ende la inhibicion de las sefializaciones intracelulares.

1.2.3. Tratamiento con trastuzumab

La administracion del trastuzumab se realiza cominmente con una dosis inicial de

4 mg/kg y 2 mg/kg de manera semanal después de la primera dosis. La vida media

de eliminacion es de alrededor de 30 dias, incrementandose al aumentar la dosis

El trastuzumab busca ser el tratamiento de primera linea para el cancer de mama
HER2+ [5].
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1.3. Radionuclidos

Existen una diversidad de elementos en la naturaleza y creados artificialmente
caracterizados por su numero atomico Z. Entre cada elemento existen is6topos con
un mismo Z, pero diferente nUmero masico A, algunos de ellos se les conoce como
radioisotopos o radiondclidos ya que tienen un ndcleo inestable o se encuentran en

un estado excitado.

1.3.1. Decaimiento radiactivo
Los nucleos se vuelven inestables por la presencia en exceso ya sea de protones o

de neutrones, lo que lleva al nucleo a pasar por un decaimiento radiactivo. El
decaimiento radiactivo es un proceso en el cual un ndcleo inestable se transforma
en otro tras liberar energia y emitir ya sean particulas, fotones o ambos. El nlcleo
al que decae puede ser inestable, repitiéndose el proceso de decaimiento radiactivo
hasta llegar a uno estable. Es un proceso nuclear, sin embargo, los electrones
orbitales se pueden ver involucrados ya que las particulas emitidas en el
decaimiento pueden interaccionar con ellos. El nucleo resultante del decaimiento
radiactivo podria encontrarse en un estado estable o inestable, repitiendo el proceso
hasta decaer a un nucleo estable. Este es un proceso instantaneo y no es afectado
por cualquier tipo de evento que ocurra fuera del nicleo o por condiciones a las que
sea sometido (presion, temperatura, campo electromagnético, campo gravitacional,
etc.). También, el decaimiento radiactivo es un proceso cuéntico y aleatorio, por lo
gue solamente podemos aproximar la cantidad de decaimientos que ocurriran en un
periodo de tiempo, mas no saber cuando exactamente se llevara a cabo el proceso
en un solo nacleo. Cada radionuclido tiene un conjunto de caracteristicas que lo
diferencian de los demas, como los tipos de decaimiento, el tiempo promedio entre

decaimientos y la energia de transicion [21].

Los diferentes tipos de decaimiento se resumen en la tabla 1.2. Donde 4X es el

nlcleo padre y ,,4Y en nucleo hijo al cual decae.
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Tabla 1.2. Tipos de decaimiento y sus caracteristicas principales.

Tipo de Radiacion Notacion L
decaimiento emitida nuclear bescripeion
El neutron de un ndcleo es
Decaimiento _ _ - transformado a un protén y un
B~ ¢y X = Y electron emitiendo un electron
y un antineutrino.
El proton de un nucleo es
Decaimiento + transformado en un neutrén y
et +v Ay T, Ay " .
gt z z-1 un positrén emitiendo un
positrén y un neutrino.
Un ndcleo metaestable de vida
. media relativamente larga
-Transrlc.lor:c 14 Amy 5 ay decae emitiendo un rayo
Someriea gamma manteniendo
constante Ay Z.
Rayos X Un e~ orbital es capturado por
lCapt,ur.a caracteristicos y ax E_f ,4y  elnlcleoy se combina con un
electronica e~ Auger. proton para formar un neutrén.
Se da en ndcleos pesados al
o emitir una o varias particulas
a 3He A4y - 44y

alfa  (nGcleo de  *He)

monoenergeéticas.

* Puede ocurrir que en lugar de emitir una gamma la energia sea transferida a un e~ orbital y ser

eyectado, proceso denominado conversion interna.

En medicina nuclear, especificamente imagen molecular, los radionuclidos han sido
de gran importancia ya que la emisién de radiacion electromagnética permite formar
imagenes en conjunto con una serie de detectores especializados para detectar esta
radiacion. Los métodos de decaimiento que son de interés para la imagen molecular

corresponden principalmente al decaimiento S y la transicion isomérica.
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Los radionuclidos han sido utilizados como biomarcadores en medicina nuclear
desde hace varios afios al unirse con un farmaco o biomolécula especifica. El mejor
ejemplo es el uso de fluorodesoxiglucosa (FDG), que viene radiomarcada con ®F
que es un emisor de positrones. Con el FDG se obtienen imadgenes PET con lo que
se cuantifican los estados metabdlicos tisulares para poder diagnosticar neoplasias

y otras patologias [22].

Los principales radionuclidos utilizados en medicina nuclear y su aplicacion se

resumen en la tabla 1.3.

Tabla 1.3. Ejemplos de radionuclidos cominmente utilizados en medicina nuclear y
su aplicacion [21].

L Emision Energia L
Radionduclido Ty)2 . Aplicacién
utilizada (keV)
18 . _ Imagen molecular
F T1/2 =109 min ﬁ+ E = 250
PET.
11 ) _ Imagen molecular
( Ty =20.4min p* E = 385
PET.
177 Lu Ti2 =6.65d B~ E =130 Terapia.
Terapia
131y T,,=8d Y E = 364 _ p _y
diagnéstico.
99 Imagen molecular
MmTc Ty, = 6h % E = 140

SPECT.

1.3.2. %4Cu
El 64Cu es un radioisétopo del Cu el cual tiene varias vias de decaimiento: 17.6%
como Bt (E =278keV), 39% como S~ (E=190keV) y 43.6% por captura

electronica, con una vida media de 12.7 h [23].

Para la produccion del radionuclido se tienen dos posibles vias, mediante la

reaccion nuclear %*Ni(p,n)®*Cu y mediante la producciéon simultanea de ¢’Ga y $4Cu
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mediante las reacciones nucleares %8Zn(p,n)®’Ga y %Zn(p,a)®*Cu con un rango de
energias de los positrones entre 14-25 MeV, siendo la primera via la de mejor

eficiencia y la segunda mas econdémica [24].

La bien establecida coordinacién quimica del $4Cu permite su unién a una variedad
de agentes quelantes que pueden ser ligados a otras biomoléculas, anticuerpos,
proteinas y nanoparticulas. Su vida media relativamente larga permite obtener
imagenes utilizando moléculas tanto pequefias y grandes junto con proteinas de
lenta metabolizacién. Para usos précticos esto permite el envio del radiofarmaco
para realizar estudios PET a lugares remotos del sitio de produccion sin perder una
cantidad considerable de actividad por decaimiento [25]. Otro uso practico que
permite su vida media es el realizar estudios PET varias horas después de la
administracion y estudiar la farmacocinética de los radiofarmacos que se producen

con este radionuclido.

1.4. Radiofarmacos

Los radiofarmacos se generan con la unién de un radionuclido y una biomolécula,
proceso denominado radiomarcado. Estos interactian con el organismo y tienen
como objetivo estudiar procesos metabdlicos u ocasionar efectos terapéuticos.
Deben cumplir ciertas caracteristicas que se mencionaran en la seccién 2.2 para

poder administrarse en pacientes de manera segura.

La biomolécula determina la ruta metabdlica en el organismo y por lo tanto su

biodistribucién, mientras que el radionuclido permite su deteccién externa.

Los radiofarmacos con radionuclidos emisores de e~ y particulas a son utilizados
para terapia mientras que los emisores de e* y rayos y sirven para imagen

molecular.

El radiomarcado se realiza de distintas maneras y debe permanecer unido mientras
circula en sangre hasta llegar al sitio de interés. Para el caso de radionuclidos
metalicos se utilizan agentes quelantes bifuncionales que facilitan su unién a la

biomolécula.
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1.5. Agentes quelantes bifuncionales

Los agentes quelantes bifuncionales (BFCA) funcionan como un puente de unién
entre un radionuclido metélico y una biomolécula. Han sido desarrollados para
marcar biomoléculas para aplicaciones de diagnéstico y terapia. Es una parte
importante del radiofarmaco ya que se encuentra unido covalentemente a la

biomolécula acarreadora [26].

Usualmente se emplean dos técnicas para el radiomarcado, el premarcado que
consiste en la union del radionuclido al BFCA y luego a la biomolécula. La segunda
técnica consiste en un post marcado en la cual primero se une la biomolécula con
el BFCA y posteriormente el radionuclido, con lo cual se conserva una mayor
actividad del radionuclido.

La eleccion del BFCA depende de la naturaleza y estado de oxidacion del
radionuclido metalico y de la farmacocinética de la biomolécula a marcar, ya que de
esto dependeré el tiempo de circulacién en sangre del radiofarmaco. En el caso de
anticuerpos su vida media en sangre es alta, por lo que el BFCA debe tener una alta
estabilidad termodindmica y una cinética adecuada para soportar la competencia
con los iones metalicos y quelatos nativos en la sangre, esto para evitar la
disociacion in vivo del radiondclido. Otros aspectos importantes a considerar en
aplicaciones clinicas es la conservacién de la afinidad al receptor especifico de la
biomolécula tras su union al BFCA, tolerancia hacia la radiolisis y alta hidrofilicidad

que facilita la excrecion renal [27].

Los BFCA pueden unirse a la molécula marcadora mediante un acoplador que
puede modificar las propiedades farmacocinéticas del radiofarmaco y su
biodistribucién si asi se desea. El diagrama esquematico de la figura 1.2 muestra

un ejemplo de lo anterior.
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Blanco molecular

Macromolécula

K

Acoplador

Figura 1.2. Diagrama esquemaético general de un radiondclido unido a un BFCA 'y

una macromolécula.

1.6. Tomografia por Emision de Positrones (PET)

El PET, como su nombre indica utiliza radiondclidos emisores de positrones. Las
biomoléculas o radiofarmacos son radiomarcados con el radionuclido y
administrados al paciente, normalmente via intravenosa, para su biodistribucion en

el cuerpo y su captacién en el sitio de interés.

1.6.1. Principio fisico de funcionamiento
Los estudios PET estan basados en la deteccion de los fotones de aniquilacion, los

cuales son producidos cuando el positron emitido por el radionuclido es aniquilado
junto con un electrén. En este proceso la masa en reposo del positrén y el electrén
se convierte en dos rayos gama de 511 keV emitidos en direcciones opuestas (180°,
cuando el positron se aniquila en reposo). Estos rayos gamma son detectados por
los detectores del escaner PET (figura 1.3) mediante un circuito de deteccion en
coincidencia, teniendo una ventana electronica temporal y de energia para
determinar que dos eventos provienen de una misma aniquilacion, por lo que no
requieren de colimadores fisicos para discriminar fotones dispersos provenientes
del paciente. La ventana temporal de coincidencia es tipicamente programada para
ser de 6 a 12 ns, y se usa una ventana de energia tipica de 511 keV + 15% (figura
1.4). Gracias a ello los escaneres PET tienen una eficiencia de deteccion mucho
mayor respecto al SPECT ya que no hay pérdida de eventos por el uso de

colimadores.
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Evento de aniguilacidn

- R\ \:

Detector Detector

Objeto con el
radionuclido emisor

de positrones
Aceptado por deteccian en coincidencia

Rechazado por deteccion en coincidencia

Figura 1.3. Deteccién en coincidencia de los fotones de aniquilacion en los

detectores del equipo PET [21].

Espectro Gamma en PET

Ventana energética de
511 keV +/- 10%

Cuentas

Energia (keV)

Figura 1.4. Ejemplo de una ventana de energia utilizada en equipos PET.
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La ventana temporal y en general la resolucién temporal la define la electronica y
las caracteristicas fisicas del detector, lo cual puede influir en diferentes aspectos
en el proceso de reconstruccion de la imagen. Por ejemplo, existe la posibilidad de
aproximar el origen de la aniquilacion mediante el tiempo de vuelo (TOF), que con
un céalculo sencillo se puede aproximar la ubicacion de la aniquilacion y entre mejor
resolucién temporal tenga el equipo la localizacion serd mas precisa. Una
desventaja de una ventana temporal amplia es que permite la deteccion indeseable
en coincidencia de eventos aleatorios que no provengan de la misma aniquilacion o
incluso la deteccién de multiples eventos. Debido a esto se utilizan centelladores
gue emiten una gran cantidad de luz con tiempos de decaimiento cortos y una

electronica rapida para mejorar la resolucion temporal del equipo.

Los arreglos de detectores se pueden posicionar de diferentes maneras, como
pueden ser dos arreglos en cada lado o un arreglo de detectores en forma de anillo,
variando en cada caso la eficiencia de deteccion. El arreglo de anillo es el mas
usado debido a su mayor eficiencia de deteccion y la posibilidad de obtener
diferentes angulos de proyeccion sin necesidad de mover los detectores (figura 1.5).
Para mejorar la eficiencia de deteccion los detectores en arreglo de anillo trabajan
en coincidencia con mas de un detector, lo que permite la obtencion de varias

proyecciones y la formacién de imagenes tomograficas en un menor tiempo.
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Primera proyeccion

Objeto/paciente Segunda proyeccidn

Detectores

Figura 1.5. Arreglo de detectores en forma de anillo para la deteccién en

coincidencia multiple por detector obteniendo proyecciones simultaneas en varios

angulos [21].

La resolucion espacial de un escaner PET depende de diversos factores entre los

gue se resumen los siguientes [21]:

El tamafio del detector: el tamafio del detector y la posicion de origen del
evento entre un detector y su opuesto producen una funcion de respuesta
distinta, teniendo un triangulo para eventos de origen justo en medio de
ambos detectores. La resolucion debido al tamafio detector viene dada como
la mitad del tamario del detector.

Alcance de los positrones: Lo que se busca detectar es el origen de la
emision de los positrones, sin embargo, la aniquilaciébn ocurre en un lugar
distinto y alejado del origen del decaimiento nuclear. En un estudio PET se
quiere obtener la localizacion del radiofarmaco en el cuerpo del paciente por
lo que el alcance efectivo de los positrones afectara la resolucion espacial de
las imagenes. A mayor energia de emision o alcance de los positrones peor

resolucion espacial.
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- No colinealidad de los fotones de aniquilacion: Los positrones no siempre se
aniquilan en reposo, lo que provoca la emision de fotones de aniquilacion no
colineales, es decir, en angulos diferentes a 180°, que para el *¥F tiene una
distribucién gaussiana con un FWHM de aproximadamente 0.3°. La
resolucién espacial R,gy- por este efecto se deteriora en funcion del didmetro
del gantry de detectores d siguiendo la relacion: R;gp- = 0.0022d

- Profundidad de interaccion en el centellador: Debido a que los detectores
requieren de un cierto espesor para mejorar la eficiencia de deteccion, los
rayos gamma pueden interaccionar en diferentes profundidades del
centellador. Lo anterior provoca que el grosor aparente del detector aumente
ya que el escaner no puede detectar la profundidad de la interaccion,

provocando una degradacion de la resolucion por el tamafio del detector.

1.6.2. Aplicaciones clinicas de la imagen molecular PET
La imagen molecular PET tiene una gran importancia en la oncologia, neurologia y
en el estudio de enfermedades cardiovasculares, siendo el '8F el radionuclido mas

usado en los estudios clinicos.

El FDG provee informacion fisiologica del metabolismo de la glucosa en los tejidos
y ya que muchas condiciones patologicas presentan alteraciones de este
metabolismo el FDG se vuelve imprescindible. También es usado en conjunto con
el trazador de flujo sanguineo 8RbCI para diagnosticar y evaluar la viabilidad

miocardica de pacientes con enfermedades de la arteria coronaria [28], [29].

En neurologia los estudios PET son usados para diagnosticar varias enfermedades
neurodegenerativas como lo pueden ser la enfermedad de Alzheimer y otro tipo de

demencia, la enfermedad de Parkinson y la epilepsia [30].

Otros radiomarcadores son utilizados como radioligandos para unirse a ciertos
receptores especificos en el cerebro y para localizar moléculas en la superficie

celular de algunos tumores como es el caso de este proyecto.
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1.7. Objetivos

1.7.1. Objetivo general
Visualizar y cuantificar la biodistribucién del anticuerpo monoclonal trastuzumab

radiomarcado con %Cu en tumores de cancer de mama HER2+ mediante imagen

molecular PET.

1.7.2. Objetivos especificos
Realizar la separacion radioquimica del 8*Cu de manera automatizada y producir el

64Cu-NOTA-Trastuzumab con un rendimiento de radiomarcado mayor al 90%.

Comprobar en estudios preclinicos con roedores la hipercaptacion del trastuzumab

radiomarcado con %4Cu en tumores HER2+ mediante estudios microPET.

Introducir una herramienta clinica para el diagnéstico especifico de cancer de mama
HER2+ mediante imagen molecular PET como herramienta no invasiva para

seleccionar a las mejores candidatas para inmunoterapia con trastuzumab.

1.8. Antecedentes

1.8.1. Trastuzumab

Los resultados de tratamientos con trastuzumab en cancer de mama HER2+ son
bien conocidos y cominmente es usado en conjunto con quimioterapia donde ha
demostrado mejora de diferentes parametros como la supervivencia libre de
progresion (PFS) y sobrevivencia promedio (OS). Entre los distintos estudios se

encuentran los siguientes reportes:

El primer estudio de fase Ill que evalud la eficacia y la seguridad del trastuzumab
como terapia concomitante con quimioterapia de antraciclinas como doxorrubicina
y ciclofosfamida fue realizado por Dennis J. Salmon y colaboradores [31]. En el
estudio 234 pacientes con cancer de mama HER2+ recibieron quimioterapia
convencional y 235 quimioterapia junto con trastuzumab. Los resultados fueron
positivos para las pacientes que recibieron quimioterapia con trastuzumab con un
aumento en la PFS (media de 7.4 vs 4.6 meses; P<0.008), una duracion mayor de

respuesta (media de 9.1 vs 6.1 meses; P<0.001), una reduccion de muertes al
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primer afio de tratamiento (22% vs 33%, P=0.008) y una supervivencia mas larga
(25.1 vs 20.3 meses; P=0.046). Entre los efectos adversos se presento
cardiotoxicidad siendo el sintoma mas severo la disfuncion cardiaca. Se reporta que
los sintomas fueron controlados mediante tratamiento médico y en general
mejoraron. Sin embargo, como se menciono en la seccién 1.2.1, la quimioterapia
con antraciclinas produce dafos a los cardiomiocitos permanentemente, lo cual no

se habia estudiado a profundidad al momento de este estudio.

Otro estudio fase Il evaluo el tratamiento con quimioterapia de farmacos libres de
antraciclinas con trastuzumab [32]. En él, 196 pacientes con cancer de mama
HER2+ metastasico recibieron aleatoriamente trastuzumab, paclitaxel con o sin
carboplatino. La PFS fue de 10.7 vs 7.1 meses para el régimen con carboplatino
(TPC) y sin carboplatino (TP) respectivamente, siendo mas evidentes los resultados
de pacientes con un estudio IHC de 3+ para HER2 (PFS de 13.8 vs 7.6 meses para
TPC y TP). Ambos regimenes presentaron neutropenia febril y neurotoxicidad en

pocos casos, donde la neutropenia grado 4 fue mas frecuente en el régimen TPC.

En uno de los estudios fase lll realizado por Helena M. Earl y colaboradores
compararon los resultados y toxicidades de la administracion de trastuzumab por 12
0 6 meses en pacientes con cancer de mama HER2+ diagnosticado tempranamente
que recibieron quimioterapia de antraciclinas, taxanos o ambas [33]. La duracién del
tratamiento con trastuzumab fue elegida aleatoriamente entre un total de 4089
pacientes, la mitad con una terapia de 6 meses vs otra mitad con 12 meses. Los
resultados obtenidos mostraron que para ambos regimenes la sobrevivencia libre
de enfermedad fue similar (13% vs 12% para 6 y 12 meses) y entre estos la
sobrevivencia libre de enfermedad por 4 afios igual fue similar (89.4% vs 89.8%
para 6 y 12 meses). Donde se observo una diferencia fue en las pacientes que
presentaron efectos adversos severos con 19% para el régimen de 6 meses versus
24% para el de 12 meses. Los porcentajes de las pacientes que tuvieron que
detener su tratamiento igual fue menor para el régimen de 6 meses (3%) contra el
de 12 meses (8%).
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Otro de estos estudios realizados reporta el aumento de la eficacia del trastuzumab
como tratamiento adyuvante junto con pertuzumab y docetaxel en comparacion con
tratamiento con trastuzumab, docetaxel y placebo [34] para pacientes en etapas
avanzadas y con metéstasis. Se reportd una mediana de 56.5 meses de OS a
comparacion de 40.8 meses del grupo placebo, con efectos cardiacos adversos que
fueron controlados con otros farmacos sin complicaciones mayores. También, la
PFS mejoré en 6.3 meses en el grupo recibiendo pertuzumab y se extendio la
respuesta de duracién media en 7.7 meses. Ambos grupos presentaron eventos
adversos por la administracion de docetaxel.

Actualmente la técnica por excelencia para el diagnostico de cancer de mama
HER2+ y seleccionar a las candidatas a terapia con trastuzumab es mediante una
biopsia y realizando un estudio histoquimico del tejido tumoral. Por lo tanto, surge

la necesidad de nuevas técnicas no invasivas para su diagnéstico y evaluacion.

1.8.2. Radiofarmacos con %4Cu
Existen diversos estudios que comprueban la utilidad del ®*Cu como radiomarcador

junto con anticuerpos monoclonales. Entre ellos se encuentran los siguientes:

Cai et al. [35] utilizaron el anticuerpo monoclonal cetuximab marcado con %Cu y el
agente quelante DOTA para visualizar células cancerosas que sobre expresan el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en su superficie celular. La absorcion del
radiofarmaco se midi6 mediante estudios PET y se observo su especificidad al
EGFR en roedores portadores de tumores que sobre expresan este receptor y una
baja acumulacion de actividad en tumores EGFR negativos. El radiofarmaco fue

principalmente metabolizado por el higado teniendo una absorcion de 19.7 +
2.7%%, 14.011.4%%y12.5i2.5 %%a 1 h, 16 h y 48 h post inyeccion,

respectivamente. Los rifiones no presentaron una absorcion o captacion observada.
Los tumores EGFR+ por su parte presentaron una mayor actividad 24 h post

inyeccion y la vida media en sangre del radiofarmaco fue de 18 h.

Otro estudio elaborado por Paudyuval et al. [36] mediante el marcado de
bevacizumab con %Cu y DOTA como agente quelante bifuncional observé la
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captacion en injertos de cancer de colon VEGF positivo en roedores. Midieron una

acumulacion en tumor del radiofarmaco a 24, 48 y 72 h post inyeccion de 22.7 +

1.0 %%, 24+ 0.2 %% y19.0 £ 2.5 %% respectivamente y una acumulacion de

9.7+ 1.2 %% a las 48 h p.i. bloqueando los receptores con 1 mg de bevacizumab

sin radiomarcar un dia antes de la administracioén del radiofarmaco, lo que corrobora
la especificidad del radiofarmaco para evaluar de manera no invasiva la expresion

del VEGF. ElI metabolismo del radiofarmaco en higado fue considerable,

presentando una absorcion de 17.2 + 1.7 %%, 13.0 + 4.2 %% y10.6 + 1.5 %% az4

h, 48 hy 72 h p.i. respectivamente.

El anticuerpo monoclonal trastuzumab ha sido previamente conjugado con SCN-
Bn-NOTA y radiomarcado con %Cu [37] poniendo a prueba la estabilidad y la
inmunoreactividad en estudios mediante imagenes PET de roedores con un modelo
de cancer de mama HER2+. Los resultados mostraron alta estabilidad y una buena
inmunoreactividad del radiofarmaco. ElI %4Cu-NOTA-Trastuzumab tuvo una
absorcion maxima en tumor a 48 h p.i. con una dosis absorbida por actividad
inyectada en el corazon, el higado y el bazo de 48 + 13,79 + 4y 47 + 10 uGy/MBq
respectivamente. El grupo concluye que el 84Cu-NOTA-Trastuzumab podria ser
utilizado para seleccionar a los pacientes en el momento correcto para administrar
una terapia enfocada a HERZ2, evaluar la respuesta a la terapia y detectar el

esparcimiento metastasico.

En la actualidad existen diversos anticuerpos monoclonales desarrollados y en vias
de desarrollo que aun no han sido radio marcados con 84Cu para observar su utilidad
en el diagnostico y tratamiento de diferentes neoplasias. Las propiedades del 64Cu
junto con las del trastuzumab tienen un potencial uso clinico para el diagndstico de
cancer de mama HER2+ de manera no invasiva, teniendo la capacidad de captarse
de manera especifica en el tumor para la posterior obtencion de la imagen PET y el

seguimiento de la terapia.
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Capitulo 2. Produccion y control de calidad

El proceso de produccion y el control de calidad consta de varias etapas que tienen
algunas variaciones dependiendo del estado fisico del material blanco y de la forma
qguimica requerida del radionuclido para el marcado del radiofarmaco. A pesar de
ello, para radionuclidos producidos mediante reacciones nucleares en un ciclotrén,

el proceso general consta principalmente de las siguientes etapas:

- Seleccién del material blanco.

- lIrradiacion del blanco para la produccion del radiondclido.

- Separacion y obtencion del radionuclido.

- Preparacion de la molécula precursora.

- Sintesis Radioquimica o radiomarcado.

- Purificacion o separacion de moléculas marcadas y radionuclido libre.

En el control de calidad se tienen en general las siguientes pruebas:

- Inspeccion visual.

- Medicion del pH.

- Pureza radionuclidica (identidad).
- Pureza radioquimica.

- Pureza quimica.

- Esterilidad.

- Endotoxinas bacterianas.

Dependiendo del radionuclido a producir, su estado fisico y el radiofarmaco a

sintetizar, el proceso tiene duracion variable que puede ir desde minutos a horas.

2.1. Produccion del radionuclido

2.1.1. Seleccion del material blanco
De esta etapa dependeran las etapas posteriores ya que la forma fisica del material
blanco hard que el cuerpo del blanco en el ciclotrén y la forma quimica del

radionuclido producido varien.
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Existen principalmente 3 formas fisicas para los materiales blanco: gaseosos,
liquidos y sélidos. Cada uno tiene sus ventajas y desventajas a la hora de su
preparacion, irradiacion y la separacion del material blanco y el radionuclido
producido. La forma fisica también dependera del nuclido blanco, su facilidad de
obtencién, pureza y costo. Los principales radiondclidos utilizados en medicina

nuclear para estudios PET con sus respectivas reacciones nucleares son:

14N(p, a)llc) 160(p, a)13N, 15N(p,n)150 y 180(p' n)lBF.

En el caso del oxigeno las formas fisicas mas comunes de los materiales blanco
para producir los radionuclidos son liquida y gaseosa ya que el oxigeno se puede
tener en su forma molecular como 0, o como agua (H,0) ambas formas utilizando

un blanco isotopicamente enriquecido con el is6topo de interés.

La seleccién de la forma fisica del blanco dependera del producto deseado. Por

ejemplo, en la produccion de '°F si el blanco es [*®0]H,0 el producto sera fluor

i6nico *®F~ que es til para reacciones de radiomarcado por sustitucion nucleofilica
como el caso del FDG. Sin embargo, al ser agua enriquecida su costo aumentara.
Igualmente, el cuerpo del blanco, su geometria y su enfriamiento variaran, un
ejemplo de cuerpo del blanco para liquidos se muestra en la figura 2.1 en la que se
observa que en la cavidad donde entra el agua enriquecida también entra He el cual
sirve para presurizar el agua en la cavidad y por detras de dicha cavidad circula

agua de enfriamiento.
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Figura 2.1. Geometria tipica de un blanco liquido.

El nitrégeno normalmente se usa en su forma gaseosa molecular N, para la
produccion tanto de ''Ccomo de '°0, mediante las reacciones nucleares
YN, a)'C y °N(p,n)*°0, respectivamente. En el caso del 1C se le afiade un
pequefio porcentaje de 0, natural para que el radionuclido producido se obtenga en
la forma quimica de [*'C]C0, el cual se puede utilizar directamente o convertirlo a
ioduro de metilo ([**C]CH;I) para la sintesis de radiofarmacos por carboxilacion o
metilacion, respectivamente. Para la produccion del *'C se utiliza nitrégeno natural
dada la alta abundancia de **N (99.636%), por lo que los costos de produccion del

¢ se reducen al no requerir enriquecimiento isotopico.

Aligual que el cuerpo del blanco en el caso de liquidos, los blancos gaseosos tienen
su propia estructura del cuerpo blanco, la cual se muestra en la figura 2.2. Una
caracteristica a resaltar es que la presurizacion en este tipo de blancos se logra con
la misma presion del gas como material blanco contenido en la cavidad de
irradiacion. Finalmente la diferencia mas importante es el tamafio de la cavidad ya
que los gases, al ser menos densos y tener un poder de frenado al haz de protones
mucho menor que los liquidos, requieren una profundidad mayor para poder frenar

el haz de particulas incidentes e igualmente se tiene que considerar la dispersion y
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divergencia del haz al interaccionar con los atomos del gas para evitar que el haz
de protones interaccione con la superficie de la cavidad y el agua de refrigeracion

ya que ésta podria quedar activada mediante la reaccion nuclear *°0(p, a) *N.

Ventana de vacio

Salida de He para refrigeracion
\ _ Entrada de aguy Camara de agua para refrigeracion
i
"4
Eo
_—
-
_— Gas blanco
R E—
_—
/7
[l Entrada Entrada y salida de gas
de agua

Lamina objetivo

Figura 2.2. Geometria tipica de un blanco gaseoso.

Para los blancos gaseosos y liquidos su procesamiento es en general automatizado.
Los radiondclidos obtenidos al ser de baja Z tienen un alto porcentaje de

decaimiento por f* y vidas medias relativamente cortas como las del 'C (T: =
2

20.4min) y el '8F (T1=110min). El proceso de radiomarcado con estos
2
radionuclidos usualmente se lleva a cabo de forma directa.

Por su parte los radionuclidos obtenidos de blancos sélidos son considerados no
convencionales y se caracterizan por que su procesamiento es mas dificil de
automatizar, la mayoria de las veces tienen una vida media mayor que la de los
radionuclidos convencionales producidos en blancos gaseosos y liquidos, su
decaimiento por f* es en porcentaje menor a los convencionales y pueden llegar a
emitir rayos gamma diferentes a los de aniquilacion. Otro aspecto importante a

considerar es que los radiondclidos no convencionales metalicos requieren de un
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ligando, por lo que la sintesis radioquimica variara a comparacion de los

convencionales (**C, 3N, 0 y 8F).

La diferencia mas importante de los blancos sélidos es que se necesita fijar el blanco
a una base que sea posible colocar en el ciclotrén para su irradiacion. Por lo tanto,
la geometria del cuerpo variara bastante a comparacion de los blancos liquidos y
gaseosos, un ejemplo se muestra en la figura 2.3. La estructura donde se coloca el
disco de soporte variard en funcién del ciclotron que se esté utilizando, esta puede

tener forma de disco, rectangular, cilindro, dedal, etc.

Recirculacion de helio

EO
/ Material blanco

{ Disco de soporte

Recirculacion de agua

Figura 2.3. Geometria tipica de irradiacion de blancos sélidos.

El radionuclido producto seguira estando en el disco de soporte por lo que posterior
a la irradiacion se debera separar de él, lo cual se explicara a mas detalle en la

seccion correspondiente.

En el caso de la produccion del ®*Cu actualmente se utiliza un blanco de °*Ni
electrodepositado en un disco de oro para su posterior irradiacién (procedimiento
que se detallara en la siguiente seccion). Igualmente, los costos de produccion se
incrementan al requerir un material isotopicamente enriquecido ya que la
abundancia natural del ®*Ni es de tan solo 0.93% y tiene un costo de

aproximadamente $40 USD/mg.
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2.1.2. Preparacion e Irradiacion del blanco paralaproduccion deradionuclidos
Como se vio previamente existen 3 tipos de blancos y en funcion de cual se utilice

dependera el método de preparacion y su irradiacion.

En el caso de blancos gaseosos se tomara como ejemplo la produccién de '3F

molecular utilizando *#0, como material blanco.

El procesamiento de los blancos liquidos y gaseosos son generalmente
automatizados por lo que mediante tubos capilares se conecta el tanque con *20,

con el cuerpo, llenandose e igualando presiones.

Posteriormente se inicia la irradiacion y dependiendo de la actividad requerida y de
la corriente utilizada por el ciclotron se irradiara por un tiempo dado. La actividad

obtenida al final del bombardeo estara dada por:

ci
Acopr = Acosp [%] (1 - e_lt)l [uA] (2.1)

Donde:

A.op: €S la actividad al final del bombardeo en mCi

.. ., . Ci
A.osp: €S la actividad de saturacion al final del bombardeo en %

A: es la constante de decaimiento del radiontclido producido en s—1

t: es el tiempo de bombardeo+

- I: es la corriente del haz de protones en el ciclotrén en uA.

La ecuacién es valida para las irradiaciones de cualquier tipo de blanco
independientemente de su forma fisica. Puesto que existe una transferencia de
energia, parte de ella se absorbera como energia térmica, lo cual aumentara la
temperatura y por lo tanto la presion en el cuerpo. Igualmente, siguiendo el ejemplo
de un blanco gaseoso, se generara una corriente de conveccion dentro del cuerpo

como se muestra en la figura 2.4.
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Figura 2.4. Corriente de conveccion creada por la irradiacién de un blanco

gaseoso.

Al generarse la corriente de conveccion aproximadamente el 80% del '8F se fijara
en la pared del cuerpo. Posteriormente se extrae el 0, hacia una trampa
criogénica por diferencias de presion. Para recuperar el '°F se llena el cuerpo con
Kr con 1% de F,, se irradia para generar la corriente convectiva y por

desplazamiento isotopico se intercambia el 8F por el F, en la pared.

En el caso de blancos liquidos el proceso es igualmente automatizado. Tomando
como ejemplo la produccién del **F~ utilizando [*®0]H,0 como blanco, se llena el
cuerpo con el agua isotopicamente enriquecida y posteriormente se presuriza con
helio. El helio sirve para aumentar el punto de ebullicion y asi evitar la formacion
burbujas. Teniendo la presién deseada se bombardea con protones por un tiempo

determinado.

Para materiales solidos el proceso es mas complejo al momento de preparar el
blanco, ya que en algunos casos se requiere realizar una electrodeposicién en una
base de soporte. Para este proyecto la electrodeposicion del 8*Ni se realiz6 en un

disco de oro hiperpuro (pureza del 99.99%).

El proceso de electrodeposicion consta de varias partes y el objetivo es generar una
capa electrodepositada del isétopo en la base de soporte, el cual debe estar en una

solucion electrolitica en forma de catidén o anion.
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Para llevar a cabo la electrodeposicidn se deben tener principalmente una fuente de
voltaje un catodo, un anodo, y una solucion electrolitica en donde se encontrara el
isétopo que se quiere electrodepositar. EI esquema del proceso y el ensamble

experimental se muestran en la figura 2.5.

A) V=4V - .v : -
Fﬂ T | !
Anodo (Pt) + _ 3 2 S
Solucion electrolitica
/
— a2 [
Niz* ‘ /

" Solucién electrolitica
A) NiCI2

Figura 2.5. a) Esquema de la electrodeposicion de ®*Ni?* sobre un catodo de Au,

b) Ensamble experimental [38].

Una vez obtenido el 8*Ni electrodepositado se procede a la irradiacion del blanco, el
cual debe ser refrigerado eficazmente para evitar que la temperatura alcance el
punto de fusién de los materiales del blanco y la base de soporte. Para ello es
necesario seleccionar un disco soporte de un material con una alta conductividad
térmica y resistencia a altas temperaturas. Se debe refrigerar con agua y en caso
de ser necesario con algun gas refrigerante como el helio circulando directamente
sobre el blanco como muestra la figura 2.3. El esquema del blanco sélido en el

ciclotron UNAM se muestra en la figura 2.6.
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Cuerpo de soporte

Figura 2.6. Diagrama esquematico del sistema para la irradiacion de blancos

sélidos en el ciclotron UNAM.

El tiempo de irradiacion dependera de la actividad deseada, tomando en cuenta que

la vida media del ®*Cu es de 12.7 hy que la A,,g, €s de 180mﬂ—f para protones de

11 MeV que es la energia del ciclotrén de la Facultad de Medicina, UNAM.

2.1.3. Separacion radioquimica y obtencion del radionuclido.
Ya que los procesos de obtencién de blancos sélidos son muy diferentes a los de
liquidos y gaseosos se explicard directamente el de blancos sélidos mediante

separacién radioquimica.

En el caso del ciclotrén de la Facultad de Medicina, UNAM, después del bombardeo
el disco de oro cae al retraer el cuerpo de soporte que se muestra en la figura 2.6.
El disco es manejado con pinzas y puesto sobre un contenedor de tungsteno para
llevarlo al médulo de disolucién y separacion radioquimica.

El médulo utilizado para la separacion radioquimica es de la marca Trasis modelo
mini All in One, como el mostrado en la figura 2.7, que se adaptd para realizar la
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separacién radioguimica del %*Cu. En el médulo se lleva a cabo la separacion
radioquimica del *Cu y el material blanco (®*Ni). En el mismo proceso se separan
las impurezas radionuclidicas producidas. Al irradiar el blanco de ®*Ni se produce
61Co mediante la reaccion ®*Ni(p,a)®'Co y tiene una vida media de 1.65 h
decayendo por . El ®1Co es la impureza radionuclidica mas importante en la
produccion de %4Cu utilizando un blanco de %Ni enriquecido, pero al ser removido
en el proceso de separacion radioquimica no representa un problema. Al final del

proceso se obtendra el ®*cu?* listo para marcar con el precursor quimico.

TRASIG
ALLHONL

Figura 2.7. Modulo Trasis mini All in one (mini AiO).

Para realizar este proceso se extrae con pinzas el blanco irradiado del blindaje de
tungsteno y se coloca en el blogue de disolucion. Se sella el médulo y se afiade una
solucion de HCI 10.4M para disolver el material blanco electrodepositado
calentando a 90 °C por aproximadamente 20 min. Una vez disuelto el material blanco

se agrega agua milli-Q para reducir la molaridad del HCI a 6M.

Una vez diluido en acido el mdédulo extrae la solucién hacia una columna de resina

de intercambio i6nico AG1-X8. En dicha columna se eluye el *Ni con esa molaridad
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6M y posteriormente se pasa una solucion de HCl 4M para separar el %1Co, y
finalmente HCI 0.1M para extraer el 84Cu. La fraccion eluida que contiene el 44Cu es
evaporada en el reactor a 120°C para dejar Gnicamente el residuo de ®*Cu Cl,, que
se recupera con un pequefio volumen de HCI 0.1M que se utiliza como solucién

stock para el marcaje. Utilizando disolventes ultrapuros se puede obtener una

actividad molar de hasta Zoﬂi—iol de °*Cu?* teniendo que la actividad molar sin

acarreador es del 245 ﬁ La figura 2.8 muestra un perfil tipico de eluciéon y en

funcion de la molaridad de solucion de HCI. La figura 2.9 muestra el esquema

general del modulo de separacion radioquimica.

Bl #0 ———rrrrrp——s S —
A) & M HCI L amHC : 0.1 M HCH
i Y
—ig— Miquel
30 T | —&— Cobalto | E || 1
| = Cobre | : || |
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g | SR
w 20 | | ! 1
' l i |
e | I I
| I
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I I
1 I
I .
| I
- . | i
:: Ni2* '
I
R 2
Cu2+| CO
‘ + Volimen de |a fase mowvil [mL})

Figura 2.8. A) Columna de resina AG1-X8, B) Perfil de separacion de 8Ni, 81Co y
64Cu por cromatografia de intercambio i6nico [39].
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Figura 2.9. Diagrama esquematico del médulo de separacion radioquimica.

Ya recuperado el ®Ni se obtiene directamente en forma de ®*NiCl, en solucién de
HCI 6M, esta se calienta para evaporar el HCl y recuperar el ®*NiCl, y asi repetir la

electrodeposicion. El proceso de recuperacion tiene una eficiencia > 95%.

2.1.4. Molécula precursoray sintesis radioquimica

El conjugado NOTA-Benzoil-NCS-Trastuzumab (NOTA-Trastuzumab) se obtuvo
como un kit de formulacion de un solo vial y fue sintetizado en el LANIDER del ININ.
Para el radiomarcado, el conjugado (5 mg) liofilizado es reconstituido con 1.5 ml de
buffer 0.25M de NaOAc y se incuba después de afiadir 0.2 ml de 8*CuCl2 (0.1M HCI)
por 30 min a 37 °C para finalmente obtener el radiofarmaco %*Cu-NOTA-
Trastuzumab.
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2.2. Control de calidad

Los radiofarmacos al ser soluciones inyectables deben tener un riguroso proceso
de control de calidad para garantizar su uso seguro en los pacientes que los reciben,
y para que los efectos ocasionados sean Unicamente los deseados ya sea para
diagnéstico o terapia. Las pruebas garantizan distintas purezas como la
radionuclidica, quimica y radioquimica. Otro aspecto que se debe considerar es
disminuir el tiempo que conlleva realizar las pruebas de control de calidad, ya que
la mayoria de los radiondclidos utilizados en PET son de vida media corta y la

duracion del proceso se debe minimizar.

Dicho proceso se lleva a cabo por personal diferente al que hizo la produccién del
radiofarmaco y se debe iniciar justo después de la sintesis radioquimica. En el caso
de este proyecto, el control de calidad es realizado por el personal de la Unidad

Radiofarmacia-Ciclotrén encargado de estos procedimientos.
Las pruebas tipicas de control de calidad de radiofarmacos son las siguientes:

2.2.1. Inspeccion visual

Esta prueba ocurre justo después de realizar la sintesis radioquimica y simplemente
se debe observar la solucion obtenida en busca de particulas suspendidas, colores
no deseados, sedimentos o cualquier propiedad que no sea atribuible a la solucion
deseada de referencia. Si se encuentra alguna propiedad no deseada el producto
es descartado.

2.2.2. Determinacion del pH

Posterior a la inspeccion visual se extraen aproximadamente 200 uL de solucién
para realizar esta y las demas pruebas posteriores. Para la determinacion del pH se
puede hacer uso de tiras medidoras de pH o con un medidor digital dependiendo de
la resolucion requerida. El pH ideal para los radiofarmacos es de 7.4 que es el pH
de la sangre, sin embargo, la sangre tiene una gran capacidad amortiguadora, y
dado el pequefio volumen inyectado se pueden administrar en un intervalo amplio
de pH. También se debe considerar que la estabilidad de algunas moléculas esta
definida por el pH asi que es de suma importancia revisar que sea el correcto para

la estabilidad del radiofarmaco previo a su administracion.
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2.2.3. Pureza Radionuclidica

La pureza radionuclidica se refiere al porcentaje de actividad correspondiente al
radionuclido de interés en comparacion con la actividad total, contando la
contribucion de radionuclidos de activacion no deseada ya sea en el material blanco
o0 en la ventana del blanco al momento de irradiar, etc. Puede ser determinada
obteniendo el espectro de emision gamma de la muestra. Para identificar
plenamente los radionuclidos, ademas del espectro de emision, se puede medir la
vida media, especialmente de los radionuclidos emisores de positrones que no

emiten gammas adicionales a los fotones de aniquilacion.

2.2.4. Pureza radioquimica

Se mide la actividad presente en la muestra de solucion del radiofarmaco en la
forma quimica deseada, ya que podria encontrarse el radionuclido sin reaccionar o
productos secundarios de la reaccion radiomarcados. Esta debe ser mayor que el
90-95% y se determina mediante diversos métodos cromatograficos, por ejemplo,
mediante cromatografia de capa fina (TLC) o cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC por sus siglas en inglés). La cromatografia es muy util ya que separa las
diferentes moléculas por sus respectivos pesos moleculares, y puesto que cada una
de las moléculas en la solucion tienen distintos pesos moleculares la contribucion

de actividad de cada una se puede separar y determinar facilmente.

En el caso de la cromatografia de capa fina se hace una auto radiografia para

digitalmente medir la contribucién de cada una de las moléculas radiomarcadas.

2.2.5. Pureza quimica

Aqui se mide principalmente el residuo de los solventes utilizados durante el
proceso de disolucion y separacion del radiondclido, asi como de la sintesis
radioguimica. Se determina mediante cromatografia de gases y se verifica que no

se excedan los limites permitidos de dichos solventes en ppm.

2.2.6. Esterilidad
Se verifica la ausencia de bacterias o microorganismos viables en el radiofarmaco.
Los radiofarmacos se esterilizan por filtracion al hacerlos pasar por una membrana

de 0.22 um la cual permite la filtracion de medios liquidos e impide el paso de gases.
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Puesto que no se puede hacer una prueba de esterilidad tradicional con medios de
cultivo, se hace una prueba indirecta o de proceso verificando la integridad de la
membrana del filtro intentando pasar aire por ella y observar que la presion se

mantenga, hasta un cierto valor especificado por el fabricante.

2.2.7. Endotoxinas bacterianas

Finalmente, otra prueba consiste en la determinacion de endotoxinas bacterianas
que en algunos casos al ser mas pequefias que la membrana de esterilidad
pudieran pasar por ella. EI método utilizado es el ensayo de lisado de amebocitos
de Limulus (LAL) con el método de gelificacion o gel-clot. La prueba de endotoxinas
bacterianas se realiza comunmente mediante el uso del sistema PTS Endosafe, el
cual mezcla la muestra del radiofarmaco con el reactivo LAL, mide la densidad

Optica de la mezcla y ésta se relaciona con la concentracion de endotoxinas.

Una vez que se realizan todas las pruebas de control de calidad estipuladas para
cada radiofarmaco se elabora un certificado de control de calidad que indica los
resultados de las pruebas, y si todas las pruebas dieron resultados satisfactorios se

procede a liberar el radiofarmaco para su uso en pacientes.
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Capitulo 3. Farmacocinética y biodistribuciéon de radiofarmacos

en estudios PET

En la imagen molecular PET se busca obtener imagenes que proporcionen
informacion de algun proceso fisioldgico a nivel molecular y asi poder diagnosticar
enfermedades u obtener informacion sobre la efectividad de un tratamiento. Para
ello se requiere identificar algin marcador como un receptor celular (HER2 para
este proyecto), una proteina, etc., cuya expresion, anabolismo o metabolismo se
vea alterado debido a una enfermedad. Para poder obtener una biodistribucion y
captacion en el sitio de interés se debe contar con un radiofarmaco con alta afinidad
hacia el objetivo molecular, este debe cruzar barreras vasculares, intersticiales o de
membrana dependiendo del caso y maximizar la captacion especifica del
radiofarmaco. Igualmente, dependiendo de las propiedades del radiofarmaco se
tendra una farmacocinética caracteristica, un tiempo medio de captacion en el sitio

de interés, la via de excrecion y el tiempo medio de excrecion también variaran.

Idealmente un radiofarmaco debe absorberse de manera rapida en el objetivo
molecular, con una actividad minima en la sangre y en 6rganos que no son de
interés para obtener un contraste adecuado, no se debe disociar en la sangre y
tener una excrecion rapida. La vida media bioldgica debe ser del orden de la vida

media fisica para poder obtener imagenes a lo largo de su captacion y excrecion.

En el caso de los anticuerpos monoclonales su captacion y metabolizacion es lenta,
por lo que normalmente para su radiomarcado se utilizan radiondclidos de vida
media relativamente larga (°*Cu con vida media de 12.7 h en este caso). Debido a
su lenta farmacocinética, normalmente durante las primeras horas post-inyeccion,
se tendra una alta actividad en la sangre, por lo que el tiempo 6ptimo para obtener
las imagenes PET se da varias horas o dias después de su inyecciéon. En el caso
del 84Cu-NOTA-Trastuzumab las imagenes a las 48 h post inyecciéon presentan el

mejor contraste tumor-sangre.
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Para explicar la farmacocinética del radiofarmaco se abordaran las partes
principales de la misma que consta del transporte al objetivo molecular,

biodistribucién preclinica, biodistribucion clinica, metabolizacién y excrecion.

3.1. Transporte al objetivo molecular

Un radiofarmaco seguira diversos procesos antes de llegar al objetivo, desde su
administracion, transporte al capilar mediante el flujo sanguineo, su extraccion del
capilar hacia el tejido y finalmente el objetivo molecular. En imagen molecular
normalmente son de interés solo alguno de estos procesos, sin embargo, el resto
esta estrechamente relacionado con el de utilidad y de igual manera son importantes
para conocer los tiempos ideales de imagen, cuantificacion de dosis absorbida en

organos y vias de excrecion.

El transporte del radiofarmaco dependera en un principio de la forma en la que se
administra. En la mayoria de los casos para objetivos moleculares la via de
administracion es la intravenosa ya que dichos objetivos son accesibles
principalmente mediante la vascularizacion del cuerpo. En el caso del trastuzumab,
al utilizarlo como medicamento, la manera mas comun de administrarlo es por via
intravenosa, sin embargo, actualmente existe la opcion de hacerlo
subcutaneamente donde se ha demostrado una eficiencia y seguridad similares
[40]. Las variaciones entre una y otra via de administracion es la dosis que para la
via intravenosa se determina en funcion del peso del paciente con un régimen
semanal, o cada 3 semanas con una dosis inicial mayor, mientras que para la
administracion subcutanea es una dosis fija cada 3 semanas [41]. Unas de las
ventajas de su administracion subcutanea son los tiempos cortos de administracion
(= 5 min de manera subcutanea vs 90 min por la via intravenosa) y menos molestias
durante la administracion. Posiblemente en un futuro este método sea el preferido
y se convierta en el mas usado. Recientemente se investiga la eficiencia de su
administracion de manera intratecal para poder llegar a metastasis cerebrales ya
que el trastuzumab no atraviesa la barrera hematoencefalica saludable, sin

embargo si la barrera esta comprometida debido a la metastasis cerebral o por
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radioterapia, se podria dar una captacion cuando se administra de manera
intravenosa [42], [43], [44].

En la via de administracion intravenosa se llega directamente al torrente sanguineo
desde donde el radiofarmaco se distribuye en todo el sistema circulatorio obteniendo
una concentracion de actividad en sangre mas rapidamente. Una buena referencia
para obtener la concentracién de actividad en la sangre mediante imagen molecular
PET es en el ventriculo izquierdo que puede desempefar el papel de almacén
sanguineo. Una vez en el torrente sanguineo los vasos se encargaran de distribuir
el radiofarmaco a los diferentes tejidos u érganos que tienen una captacion no
especifica (solo debido a la irrigacion sanguinea), asi como al sitio de absorcién de
interés. El radiofarmaco debe ser quimicamente estable en sangre hasta alcanzar
el sitio de interés. Si no fuera estable al menos por el tiempo requerido para los
estudios, el radiondclido podria separarse del farmaco o se podrian formar
metabolitos que podrian ser captados de manera especifica en el sitio de interés,
ocasionando un aumento de actividad en sangre y las rutas de metabolizacion del
radiofarmaco. En caso de que se formen metabolitos se podrian captar en otros
tejidos u érganos, dando lugar a focos de captacion inespecifica. Woo SK. y
colaboradores [37] realizaron estudios de estabilidad para el Cu-NOTA-
Trastuzumab mediante cromatografia de capa delgada al incubar el radiofarmaco
en suero humano, suero de roedory PBS a 1, 4, 6, 12, 24 y 48 h, obteniendo una

alta estabilidad.

Sin embargo, hay ocasiones en las que el degradar o descomponer el radiofarmaco
en moléculas mas simples podria ocasionar un beneficio. Uno de los objetivos de
ello puede ser lograr una depuracién mas rapidamente la actividad en sangre y
lograr un mejor contraste tumor-sangre a menores tiempos post-inyeccion. En una
investigacion realizada por Quin Ren et al. [45] utilizaron inyecciones de uroquinasa
a distintos tiempos post inyeccion de ®*Cu-CB-TE1A1P-USL-Trastuzumab en
roedores. Con ello se separ6 el radionuclido del trastuzumab para su excrecion por
la via renal y asi disminuir la actividad en sangre, obteniendo mejor contraste del

tumor. Asi se logré aumentar el cociente tumor-sangre y disminuir el tiempo para el
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cual se obtiene dicho valor de 72 h a 24 h post inyeccion. Otro motivo util de
degradar el radiofarmaco seria igualmente disminuir la dosis recibida en los 6rganos

criticos cuando es utilizado para terapia molecular.

Para obtener una captacion en el sitio de interés, el radiofarmaco utilizado debe
desempeiiar el rol de la molécula con especificidad a la ruta metabdlica o al receptor
celular de interés por lo que su comportamiento debera ser similar y no debera
alterar el proceso fisioldgico a estudiar. Para ello se desarrollan analogos de la
molécula o a veces es posible simplemente sustituir un &tomo estable de la molécula
por un radiois6topo de ese elemento. En el segundo caso es necesario verificar que
la molécula resultante no se vea afectada por el efecto isotépico, el cual ocasiona
un comportamiento quimico diferente por el hecho de tener un peso atémico distinto.
En el caso del ®“Cu-NOTA-Trastuzumab el rol del farmaco es bloquear los
receptores HER2 para evitar la formacién de homo/heterodimeros y asi detener el
inicio de las rutas de sefializacion intracelulares, por lo que su efecto seria contrario

a lo que muchos otros radiofarmacos buscan.

Cuando se utiliza un radiotrazador anadlogo se debe cuidar que conserve las
propiedades de la molécula original en el proceso o sitio de interés. Al elaborar
trazadores anélogos se busca disminuir la complejidad de la farmacocinética lo cual
se logra disminuyendo los procesos bioquimicos en los que interactia la molécula
y asi volviendo al anadlogo més especifico del sitio o proceso fisioldgico a estudiar.
Otra de las razones por las cuales se usan los trazadores analogos es debido a que
normalmente las moléculas organicas solo contienen una cantidad limitada de
elementos (C, H, O, Ny P) y existe una variedad inmensa de radiondclidos que no
entran dentro de esa lista. En el caso de anticuerpos monoclonales, como se
menciond previamente, su farmacocinética es lenta, por lo que requieren un
radionuclido de vida media adecuada y al ser muchos de ellos metales se requiere
un agente quelante para su unién al farmaco. El ®*Cu ha sido previamente
conjugado satisfactoriamente con el trastuzumab utilizando los agentes quelantes
DOTA y NOTA [37],[46], [47].
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Posterior a su distribucién por el sistema sanguineo el radiofarmaco circulara hacia
el sitio de interés y debera ser transportado de los vasos sanguineos al tejido u
organo objetivo. La transferencia o flujo del radiofarmaco entre los vasos
sanguineos y el tejido u 6rgano dependera de diversos factores como pueden ser
el flujo sanguineo en dicho vaso (en unidades de mL/min), la permeabilidad del
radiofarmaco entre el vaso y el tejido, el area superficial del capilar y si se tiene
algun tipo de transporte activo, pasivo, etc. especifico a la molécula marcada. Por
lo tanto, la velocidad de absorcién del radiofarmaco en el sitio de interés dependera
también de estos factores. La velocidad de absorcion seré proporcional a qué parte
de la concentracion de actividad transportada del torrente sanguineo al tejido se

gueda en él, esto viene dado por la extraccion neta:
—-C
E, =————— (3.1)

Donde las C representan la concentracion de actividad arterial y venosa. La
extraccion neta da la diferencia entre la extraccion de concentracion de actividad de
la arteria hacia el tejido y su eliminacion del tejido a la vena. Si no se considera la
depuracion del radiofarmaco del tejido se obtiene la extraccion unilateral que es la
concentracion de actividad que entra al tejido desde los vasos sanguineos y se
puede medir al observar la velocidad de absorcion del tejido u érgano justo después

de la inyeccion del radiofarmaco.

Dependiendo del caso, la molécula radiomarcada entrara a una ruta
metabdlica/anabdlica y quedara atrapada en la célula del sitio de interés como el
caso del FDG. Para estos casos la molécula deberé ser transportada a través de la
membrana celular ya sea por transporte activo, pasivo mediado por acarreador o

por difusion simple.

En el caso de los anticuerpos monoclonales el objetivo son receptores celulares que
pueden estar localizados extra o intramembrana. En el caso del Cu-NOTA-
Trastuzumab su objetivo son los receptores HER2 que se encuentran en la
superficie membranal de las células de cancer de mama, por lo que no requiere

algun tipo de transporte celular [48].
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Una vez en el tejido hay cuatro posibilidades para el radiofarmaco: que siga
existiendo de manera libre, unirse al receptor de interés, que se una no

especificamente a otros receptores o0 que regrese al torrente sanguineo.

La captacion y el tiempo de permanencia en el sitio de interés del farmaco
dependeran de la fuerza y facilidad con la cual se una con el receptor celular. Lo
anterior puede cuantificarse con la constante de disociacion K; la cual se puede
calcular mediante estudios in vitro midiendo la concentracion de ligandos libres ([L]),
receptores ([R]) y ligandos unidos a receptores ([RL]) cuando se tiene un equilibrio
de asociacién y disociacion:

K; = —— (3.2)

Entre menor sea el valor de la constante se tendr4 una mayor y mejor unién del
radiofdrmaco hacia el receptor en cuestion. La inversa de la constante de
disociacion es conocida como la afinidad [21]. Kwon L. et al. reportaron una K; =
5.0 + 0.6 nM para el *Cu-NOTA-Trastuzumab [49].

Para conocer la farmacocinética se requiere la toma de diversos parametros y
muestras a diferentes tiempos para conocer hacia donde se va el radiofarmaco y
gué tan rapido es absorbido o excretado. Dependiendo de si es un estudio preclinico
o clinico se tendra un menor o mayor numero de limitantes para obtener dichos
datos y obtener modelos matematicos que proporcionen, por ejemplo, la vida media

efectiva en sangre o la captacion maxima en el sitio de interés.

En el caso de estudios preclinicos con roedores se pueden tomar imagenes
dindmicas a diferentes tiempos para obtener curvas de actividad en funcion del
tiempo de los volumenes de interés que pueden ser 6rganos, tumores y vias de
excreciéon. También se puede sacrificar a los roedores a diferentes tiempos post-
inyeccion para diseccionar los 6rganos de interés y el tumor para medir la actividad

absorbida y pesarlos.

En el caso clinico solo es posible obtener indices como el SUV mediante imagenes

meédicas. El SUV da una medida para estandarizar la concentracion de actividad en
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una region normalizada a la actividad inyectada y el peso del paciente. Se puede
calcular el SUV,,qn Y €l SUV,,4, Utilizando la concentracion de actividad promedio o
maxima respectivamente de la VOI. El SUV ayuda a determinar y comparar la
actividad en el tumor con los 6rganos de mayor captacion o los involucrados en la

eliminacioén del radiofarmaco.

Unicamente se pueden obtener muestras in vivo del paciente a diferentes tiempos
como orina, sangre y heces. También se debe considerar si la farmacocinética del
radiofdrmaco cambia cuando el paciente esta recibiendo otro tipo de farmacos
cuando se realiza el estudio. Es comun combinar medicamentos de quimioterapia
con trastuzumab como son las antraciclinas y otros anticuerpos monoclonales, pero

se ha observado que esto no influye en su farmacocinética [50].

3.2. Biodistribucién preclinica

Previo a la administracion de cualquier radiofarmaco a humanos se requiere obtener
su biodistribucion en estudios preclinicos en modelos animales y asi tener un
estimado de su comportamiento en los estudios clinicos. Los estudios in vitro dan
un estimado de la afinidad de un radiofarmaco. Pero un organismo vivo es mucho
méas complejo y el radiotrazador en su sistema puede interactuar de distintas
maneras. Claramente la farmacocinética variara entre el modelo animal y un
humano ya que se tienen factores importantes a considerar como la masa corporal,
la relacion de masa entre 6rgano-cuerpo y la velocidad del metabolismo, debido a
esto la biodistribucién cambiara. Para ello se requiere escalar los resultados y

obtener un valor mas cercano al que se obtendra en ensayos clinicos [51].

Para realizar un estudio preclinico se debe seguir las 3R del codigo de ética, las

cuales son:

- Reemplazar: Si el estudio se puede realizar con cultivos celulares o mediante
el modelaje matematico de la respuesta fisiologica se debera realizar de esa

manera.
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- Refinar: El estudio se debera realizar minimizando el dolor y sufrimiento del
animal con el que se hara, utilizando apropiadamente anestesia y/o analgesia
Si es necesario.

- Reducir: Es obligatorio reducir al minimo la cantidad de animales utilizados
en un estudio preclinico manteniendo el resultado deseado para asegurar un

estudio exitoso.

3.2.1. Obtencidn de la biodistribucion

A la distribucion espacial de un radiofarmaco dentro de un ser vivo se le conoce
como su biodistribucién y depende de diversos factores como su transporte,
extraccidon vascular, union a receptores celulares, su difusion o transporte hacia las
células, metabolismo, extraccion de los tejidos y su excrecion. La medicion de la
biodistribucion puede ser obtenida de dos maneras, diseccion post-mortem y por

imagen in vivo.

La biodistribucion varia con el tiempo, lo cual implica que una imagen médica o la
actividad en un 6rgano a los pocos minutos post-inyeccion y a varios minutos u
horas seran completamente distintas. Esto sienta las bases de la importancia de
conocer los tiempos Optimos para la obtencién de las imagenes o la diseccion y asi
obtener correctamente la biodistribucion y poder calcular parametros como curvas
de actividad de los distintos volumenes de interés en funcion del tiempo. Para ello
se deben tomar en cuenta los factores bioldgicos y la vida media fisica del
radionuclido utilizado para conocer la vida media efectiva y seleccionar
correctamente tanto la cantidad como el espaciamiento temporal de las imagenes a

obtener.

3.2.2. Diseccion

Para obtener la biodistribucion de un radiofarmaco mediante diseccion se deben
seleccionar varios subgrupos de animales a los que se les administrara el
radiotrazador y que seran sacrificados a diferentes tiempos Una vez sacrificados se
diseccionaran los organos y tejidos de interés para la medicion de la actividad y el

peso de cada uno.
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Ya que el objetivo es tener una idea de lo que se obtendr& en estudios clinicos este
método se reserva a animales mamiferos. Los mamiferos mas utilizados en estudios
preclinicos son los roedores. Igualmente se pueden recolectar muestras de
excrecion como orina y heces. Es importante medir la actividad del resto del cuerpo
del roedor después de extraer los érganos para tener una medida mas precisa de
la actividad corporal total y poder compararla con la actividad inyectada. Se debe
considerar el tamafio del 6rgano extraido por si existe una atenuacion considerable
de la radiacion y una subestimacion de la actividad. En el caso de roedores
normalmente se desprecia dicha atenuacion en érganos y tejidos. Una manera de
evitar una subestimacién de la actividad por atenuacion es medir la actividad de una
porcidén del érgano y considerar que esta uniformemente distribuida en el resto y
escalar lo obtenido al peso del 6rgano entero. En el caso de tejidos para los que sea
complicado o imposible medir su actividad total como los huesos, el musculo y la
piel se puede tomar una muestra de dicho tejido y estimar la actividad total con base
en a la actividad por unidad de masa de la muestra y la masa corporal total del
animal para obtener un aproximado de la masa total de dicho tejido y por lo tanto su
actividad total. La formula para obtener dicha actividad total del tejido esta dada por:

Amuestra mtejido
Arjiap = (oestre ) (Zeiide) mye  (3)
mmuestra mMC referencia
—_— ., N
Donde (;L‘d") es la relacion de la masa del tejido con respecto a la masa
MC

referencia

corporal dada en alguna referencia bibliografica como la de Donaldson [52].

Debido a las diferentes estimaciones realizadas durante el proceso de medicién la
actividad calculada diferira de la actividad administrada. Para forzar una
normalizacion de la actividad de cada tejido se puede dividir cada actividad obtenida

por:

Ns

A A.
ci= (3.4)
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Donde la sumatoria es sobre todas las actividades de cada 6rgano y tejido medidos
y A, es la actividad administrada. De esta manera la suma de las actividades

medidas corregidas por decaimiento dan la actividad inicial inyectada.

Un estudio se debe realizar siguiendo las 3R de la ética en estudios en animales y
por la naturaleza del método de obtencion de la biodistribucion por diseccion se
deberia considerar obtenerla de otra manera. Una forma alterna que requiere el
sacrificio de una menor cantidad de animales es con imagenes PET, que se

explicara a continuacion.

3.2.3. Imagenes preclinicas microPET

Para el caso de roedores la obtencién de imagenes se realiza con un equipo
microPET dedicado para especies pequefias. Con ello se pueden obtener imagenes
de la biodistribucién del radiofarmaco a diferentes tiempos sin necesidad de
sacrificar al animal a cada tiempo, reduciendo con ello la cantidad de especimenes
utilizados. Esto conlleva una medicion menos precisa de la actividad en cada 6rgano
y tejido de interés. Una de las principales razones de ello es la resolucién espacial
del dispositivo y al efecto parcial de volumen que esto ocasiona. Una de las ventajas
gue presenta una imagen molecular PET es la visualizacién de la biodistribucion en
los 6rganos y tejidos, que son mas dificiles de medir mediante diseccion. Para
caracterizar cada 6rgano se deben dibujar volimenes de interés y en dichos
volumenes, con la ayuda de un software para analizar imagenes, se va obteniendo

la actividad acumulada en el érgano o tejido de interés.

Para caracterizar una biodistribucion con imagenes PET mediante curvas de
actividad-tiempo normalmente se puede ajustar una suma de exponenciales a un
minimo préactico de tiempos a analizar que para el caso de imagenes corresponde
a 3 mediciones por cada exponencial a ajustar. Los intervalos de tiempo entre las
mediciones dependeran de los puntos en la curva de actividad-tiempo donde
ocurran cambios bruscos ya que ahi es donde se requerira tener una mayor
frecuencia de mediciones para poder ajustar mejor la curva. Tipicamente una curva
de actividad-tiempo se ajusta adecuadamente a la suma de dos exponenciales.

Para los intervalos de tiempo entre imagenes el reporte 67 de la ICRU aconseja los
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intervalos de 1/3, 2/3, 3/2, 3y 5 veces la vida media efectiva a cuerpo entero ya que
normalmente es al inicio de la biodistribucion donde aumenta en mayor medida la
captacion del farmaco en los diferentes 6rganos y tejidos asi como su extraccion del
torrente sanguineo [53]. En el caso preclinico, si no se tienen investigaciones

previas el valor de la vida media efectiva T: .. no es conocido, por lo que se debe
>

fr
determinar en los estudios preclinicos y clinicos. También es recomendable tomar
una imagen entre 2 y 5 min post inyeccion para tener una visualizacion de la
captacion del radiofarmaco. Se debe considerar que, si el radiofarmaco tiene una
vida media fisica considerablemente alta comparada con la vida media bioldgica, a
tiempos largos es muy probable que la biodistribucion se haya estabilizado, por lo
gue no siempre sera necesario tomar mediciones mucho tiempo después de la

administracion.

3.2.4. Escalamiento de la biodistribucion en un modelo animal a un humano.

El objetivo de realizar estudios preclinicos es observar y cuantificar el
comportamiento del radiofarmaco en un ser vivo similar al humano para poder
predecir los resultados clinicos. Con ello se pueden obtener su biodistribucion,
estimaciones de la dosis en Organos, tiempos de transporte, permanencia y
excrecion. Para ello se elaboran modelos de escalamiento de los datos de la

biodistribucién animal a la humana.

Una manera de escalar los datos obtenidos del modelo animal a un modelo humano
es mediante un escalamiento alométrico del tipo P = km® donde P es el parametro
fisiologico a escalar, m es la masa del érgano, k es el coeficiente alométrico y b es
el exponente alométrico. Dentro de este tipo de escalamiento se puede hacer una
serie de suposiciones que simplifican el modelo a costo de poder obtener resultados

experimentales muy distintos en la fase clinica.

La primera suposicion es hacer b=0, con ello la dependencia por la diferencia de
masas entre el animal y el humano se ignora, por lo que los procesos fisiolégicos
tienen la misma velocidad y la biodistribucién a los distintos érganos y tejidos es la
misma a tiempos iguales. La suposicién logra simplificar el desarrollo del modelo y

su implementacion en la fase clinica, sin embargo, ignora varias diferencias entre
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ambas especies. Una de ellas es que la anatomia entre ambas no siempre es igual
y la masa de un tejido u 6rgano relativa a la masa corporal casi siempre difiere entre
especies por lo que claramente variara la cantidad de radiofarmaco que sera
captado por dicho 6rgano o tejido, sobre todo si es el sitio objetivo. Un claro ejemplo
de lo ultimo es el hecho de que la masa del cerebro de una rata con respecto a la
masa corporal es la mitad de la de un humano, por lo que (en primera aproximacion)
la actividad absorbida para un radiofarmaco con especificidad para algun proceso
cerebral sera el doble en humanos. Una de las ventajas de esta suposicion se tiene
cuando un organo de riesgo en el modelo animal tiene una razén entre la masa del
organo y la del cuerpo entero mayor que la del humano, con lo que al escalar al
humano se obtendra una dosis mayor que la real y por lo tanto se administrara una
actividad menor. Con ello no se sobrepasarian los limites de dosis y se reduciria la

probabilidad de efectos estocasticos.

.y 1 .
Otra suposicién es hacer k = —y b =1, con lo que se supone que la velocidad de
MC

los procesos fisioldgicos escala con la masa del 6rgano en cuestion relativa a la
masa corporal. También se supone que la distribucién de actividad en los érganos
y el cuerpo humano y animal es uniforme con lo que se podria encontrar una
concentracion de actividad a cuerpo entero en funcion de la actividad inyectada y la

masa corporal. La actividad se escala mediante la siguiente ecuacion:

Msrgano,humano

My c,humano
m(’)rgano,animal

(3.5)

A()rgano,humano = A()rgano,animal

my C,animal

Se han mostrado algunas de las maneras de escalar procesos fisiolégicos en
funcidn de las masas entre especies, pero igualmente se puede escalar la velocidad
metabdlica en funcidn de las masas. Es bien conocido que los procesos metabdlicos
se vuelven cada vez mas lentos entre mas grande sea una especie, por lo que

resulta importante tomar esto en cuenta a la hora de escalar una biodistribucién en
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un modelo animal a un humano. Para tomar en cuenta estos cambios se puede usar

la siguiente ecuacion:

b
mmc,animal > (3 6)

Ahumano = Aanimai
mc,humano

Donde las 4 son los parametros metabdlicos a escalar del animal al humano. Se ha
demostrado experimentalmente que b tiene un valor de multiplos de ¥ por lo que
un proceso fisiologico se espera que sea mas lento en un humano que en un roedor
[54], [55]. También se puede modificar la ecuacién para tener la relacion entre las
masas de los érganos en lugar de la masa corporal y obtener un valor mas exacto

de escalamiento.

Los modelos anteriores pueden ser modificados para tomar en cuenta diferentes
variaciones y parametros a considerar a la hora de escalar los procesos fisioldgicos
y metabdlicos entre especies con el objetivo de obtener valores mas cercanos a los
reales. Sin embargo, los modelos se pueden volver muy complejos y dificiles de
modelar con los datos experimentales obtenidos sobre todo cuando no se pueden
cuantificar ciertos datos. Por ejemplo, se podria considerar la variacion de la
permeabilidad entre un vaso sanguineo y el tejido a estudiar entre el animal y el
humano para obtener valores mas exactos del escalamiento, pero este dato no
siempre es posible calcularlo experimentalmente o encontrarlo en la literatura para

el radiofarmaco a utilizar.

3.3. Biodistribucién clinica

Conocer la biodistribucion de un radiofarmaco en humanos es de suma importancia
para poder obtener la dosis interna debida a la radiacion ionizante emitida durante
su permanencia en el cuerpo y determinar la actividad adecuada para producir
imagenes Uutiles en el diagndstico de la enfermedad en cuestion. También es de
importancia para obtener los valores reales de los tiempos de permanencia en el

cuerpo (vida media efectiva) a fin de determinar el momento 6ptimo post inyeccion
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para la toma de imagenes, programar los estudios clinicos durante las distintas

fases de investigacion y una vez implementado clinicamente [51].

3.3.1. Obtencidn de la biodistribucion mediante imagen molecular PET

Para la obtencion de la biodistribucion de un radiofarmaco en pacientes es
exclusivamente mediante la imagen médica, en este caso imagen molecular PET y
para poder aprobar un radiofarmaco para su uso médico se debe conocer y

cuantificar su biodistribucién en humanos.

3.3.2. Determinacion de la cantidad de estudios y los intervalos temporales
entre cada uno

El primer paso para la obtencion de imagenes es la programacién de los tiempos de
adquisicién y la cantidad de imagenes a realizar. De los estudios preclinicos se debe
tener una idea de la biocinética y la vida media efectiva del radiofarmaco para poder
decidir los tiempos de obtencion de la imagen en una primera aproximacion.
También se podrian considerar los resultados de radiofarmacos similares para tener
una idea de la farmacocinética. Pero lo anterior no es lo Unico que se debe
considerar ya que el tiempo de duracion de un solo estudio restringira los intervalos
temporales sobre todo justo después de la administracion del radiofarmaco donde
se requiere el menor distanciamiento temporal entre imagenes. La duracion de un
estudio dependera, entre otros factores, principalmente en la actividad
administrada, el porcentaje de los decaimientos f* para el radiondclido utilizado y

la sensibilidad del equipo.

Entre los factores a considerar que involucran al paciente esta su tolerancia para la
duracion de la adquisicion de imagenes ya que para tiempos prolongados se podria
tener movimiento y la imagen se degradaria. Para el caso de la separacion temporal
de dichas adquisiciones puede que al paciente no le sea posible regresar al hospital

dias después de la inyeccion del radiofarmaco.

La planeacion de los estudios debe llevar un equilibrio entre la actividad
administrada y la duracion de la adquisicion de imagenes considerando

principalmente las primeras adquisiciones ya que la actividad disminuira y la
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duracion del estudio inevitablemente aumentard para obtener una relacion sefal a

ruido aceptable.

Independiente a los factores antes mencionados las curvas de actividad a obtener
pueden ser modeladas mediante el ajuste de curvas exponenciales, para cada
exponencial a ajustar se requieren 3 mediciones y al final se requeriran entre 4y 6

mediciones.

Similarmente, como en la fase preclinica, hay una distribucibn temporal
recomendada por la ICRU en funcién de los multiplos de la vida media efectiva de
1/3, 2/3, 3/2, 3y 5 veces [53].

3.3.3. Imagenes PET obtenidas

En el andlisis de las imagenes obtenidas en los estudios preclinicos se debe
cuantificar la actividad de los 6rganos y tejidos que se espera tengan una captacion
considerable de actividad y que estén incluidos entre los especificados por el
sistema MIRD (Medical Internal Radiation Dose). El sitio de inyeccidon se debe
considerar para estudiar en el analisis de imagen si presenta una extravasacion del
radiofarmaco ya que se requiere una correccion de la actividad que entr6 en el

cuerpo de la persona.

Para la imagen molecular PET en el estudio de la actividad en los distintos 6rganos
y tejidos a estudiar es comun definir volumenes de interés (VOI por sus siglas en
inglés) para que, con la ayuda del software de andlisis, obtener la actividad y asi ir
cuantificando la biodistribucion a distintos tiempos. El proceso se puede hacer de
manera manual con base en a la experiencia del médico que contornea las
imagenes tomograficas y va definiendo los limites de cada érgano o tejido. Sin
embargo, cuando se tienen tomografias de cuerpo entero con una cantidad extensa
de cortes coronales el proceso se puede volver tedioso y tardado. Esto puede ser
resuelto mediante la automatizacion del contorneo en cada corte tomografico donde
se tienen diferentes métodos para definir los bordes de los distintos érganos y
tejidos, pero este proceso no es perfecto debido a diferentes aspectos como lo son
el efecto parcial de volumen y el solapamiento de érganos. Aunque el proceso se

pueda automatizar siempre se requerira de la correccibn humana para verificar los
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contornos sobre todo en las zonas de alto gradiente y el proceso al definir VOI se

vuelve semiautomatizado.

3.4. Metabolizacion y excrecion.

Los tiempos y formas de metabolizacion y excrecion dependeran exclusivamente
del radiofarmaco con el que se esté trabajando y de la molécula marcada. En el
caso de la metabolizacion debe ser conocida previo a los estudios ya que se conoce
la molécula con la que se esté trabajando y es desarrollada para observar algun
proceso fisioloégico, una ruta metabdlica celular o en el caso de este estudio su
captacion en el receptor celular HER2.

No en todos los casos se conocen con exactitud los procesos de metabolizacion y
excrecion, como lo es con el trastuzumab. El farmaco es metabolizado
intracelularmente después de su union al receptor HER2 en péptidos y aminoacidos.
Su metabolizacion estd posiblemente mediada por las células epiteliales, es no
lineal y dependiente de la dosis administrada [48]. Las células epiteliales expresan
el receptor neonatal de Fc (FCRn por sus siglas en inglés) el cual se encarga del
transporte de inmunoglobulinas y el control de su catabolismo. El FcRn internaliza
la inmunoglobulina en la célula mediante endosomas y luego es reciclada hacia la
superficie celular. La inmunoglobulina en exceso que no esta unida al FcRn es

degradada mediante lisosomas [56].

Para el trastuzumab el valor de la vida media biolégica mas comunmente
encontrado en la literatura es de aproximadamente 28 dias para un régimen de
dosis semanal [50]. Otros estudios reportan vidas medias distintas entre 18.3 [57] y
16.4 [58] dias en un régimen de cada 3 semanas por lo que la vida media es

dependiente de la frecuencia de administracién del trastuzumab.

También se ha encontrado que la metabolizacion del trastuzumab se incrementa
conforme el tamafio del tumor es mayor y que la vida media biol6gica es mayor en

pacientes con cancer de mama HER2+ metastésico [59].
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Capitulo 4. Dosimetria interna.

Como se mencioné en el capitulo anterior es importante cuantificar la dosis
absorbida debido a la interaccion de la radiacion ionizante con la materia en los
organos cuando se inyecta un radiofarmaco. Dicha importancia crece si el uso que
se le da es terapéutico ya que la actividad utilizada es mayor que la utilizada con
fines de diagndstico. Cuando se esté estudiando un nuevo radiofarmaco se requiere
su evaluacion dosimétrica desde los ensayos preclinicos para poder estimar la dosis
gue recibiria un paciente y posteriormente, la obtencion de la dosis de radiacion
absorbida en ensayos clinicos. Para ello primero se requiere definir una serie de
magnitudes de dosimetria que se emplean para poder cuantificar y comparar entre
distintos estudios, asi como modelos de referencia como lo son los maniquis de

referencia utilizados en la dosimetria interna.

4.1. Magnitudes en dosimetria interna

En medicina es comun utilizar la palabra dosis para referirse a la cantidad de algun
medicamento utilizado para un tratamiento, pero cuando se trabaja con radiacion
ionizante la palabra toma otro significado. En este contexto la palabra dosis
absorbido se refiere a la cantidad de energia depositada por algun tipo de radiacion
ionizante (fotones, electrones, etc.) a un material en una determinada cantidad de

masa.

4.1.1. Dosis absorbida

La magnitud de interés en dosimetria interna es la dosis absorbida en el tejido u
organo. La dosis absorbida es la energia absorbida por unidad de masa de cualquier
material. Queda definida como:

de

= (4.1)

Donde de es la energia promedio impartida por la radiacion ionizante en la materia

en un elemento de volumen de masa dm. Las unidades de la dosis de radiacién

en el sistema internacional son los é llamados Gy.
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)
1Gy—1kg

4.1.2. Dosis equivalente

Denominada por H;, toma en cuenta el tipo y energia de la radiacion ionizante que
interacciona con la materia, en este caso tejido, y por lo tanto el dafio bioldgico que
podria ocasionar. Debido a las diferentes interacciones de la radiacion con la
materia en funcién de la particula que esta interaccionando la dosis es absorbida de
diferente manera. Para un foton de alta energia (del orden de MeV) la dosis es
absorbida progresivamente en un gran volumen de tejido debido a que los fotones
son atenuados y no tienen un alcance finito. Las particulas alfa y beta, por otro lado,
tienen un alcance definido por lo que depositan su energia en un volumen mas
reducido, siendo las alfas las que tienen un menor alcance y por lo tanto toda la
energia es absorbida en un volumen menor de masa. Lo anterior se traduce en que,
dependiendo de la particula que interacciona y su energia, las ionizaciones
provocadas ocurrirdn en un intervalo espacial menor y podran provocar un mayor
dafio bioldgico a las células y al ADN produciendo, por ejemplo, una mayor cantidad

de roturas de una o doble cadena.

Para considerar este efecto se introduce un factor de ponderacion wi que toma en
cuenta el tipo de radiacion para obtener la dosis equivalente para poder cuantificar
y comparar la dosis debida a distintos radionuclidos o fuentes de radiacion. La dosis

equivalente viene dada por:
HT = DTWR (4’2)

Donde D; es la dosis promedio absorbida en el tejido T y wi toma valores distintos
en funcion del tipo y energia de la radiacién ionizante, sus valores tipicos se
muestran en la tabla 4.1. La unidad usada para la dosis equivalente se le denomina

sievert (Sv).
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Tabla 4.1. Factores wy en funcién del tipo de radiacion y su energia [60].

Tipo de radiacion Wg

Fotones 1

Electrones (excepto Auger) y muones 1
Neutrones:

<10 keV 5

10 keV a 100 keV 10

100 keV a2 MeV 20

2MeV a20MeV 10

> 20 MeV 5

Protones > 2 MeV 10

Particulas alfa, fragmentos de fisién y nacleos 20
pesados.

4.1.2. Dosis efectiva

El concepto de dosis efectiva fue introducido por la ICRP y representa la dosis
equivalente que, si es recibida uniformemente en el cuerpo entero ocasionaria un
riesgo similar al ocasionado por la absorcion de una dosis uniforme en el caso real,
por ejemplo, en la dosis depositada en distintos 6rganos al inyectar un radiofarmaco.
Para obtener la dosis efectiva se debe considerar la radiosensibilidad de cada
organo y tejido y el tipo de radiacién que interacciona. La dosis efectiva queda en

funcion de la dosis equivalente como:
T

Donde w; es el factor de ponderacion por el tipo de tejido y la sumatoria va para
todos los tejidos y organos de interés. La dosis efectiva da una idea del riesgo
estocastico que la radiacion ionizante pudiera ocasionar. La unidad utilizada para la
dosis efectiva es igualmente el Sv. Los factores de ponderacion wy utilizados para

el célculo de la dosis efectiva se encuentran en la tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Factores wy para los distintos tejidos [61].

Organo o tejido wr
Cerebro 0.01
Glandulas salivales 0.01
Médula 6sea roja 0.12
Pulmones 0.12
Pecho 0.12

Pared del colon 0.12
Pared del estémago 0.12
Esofago 0.04
Hueso superficial 0.01
Piel 0.01
Tiroides 0.04
Gonadas 0.08
Higado 0.04
Pared de la vejiga 0.04
Tejidos restantes 0.12

4.2. Célculo de la dosis absorbida
Para hacer un célculo de la dosis absorbida en los 6rganos de interés se requiere

la siguiente informacion:

- El esquema de decaimiento del radionuclido utilizado. Con ello se identifican
los tipos de decaimiento que sufre, la contribucién de cada decaimiento, el
tipo de radiacion que emite y sus energias.

- La actividad inyectada.

- La biodistribucion del radiofarmaco y su cuantificacion en cada érgano que
se requiere evaluar.

- El tiempo de permanencia junto con la concentracion de actividad a lo largo
del tiempo en cada 6rgano de interés para el calculo de la actividad

acumulada.
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Con lo anterior y mediante la ayuda de un software computacional (por ejemplo,
OLINDA/EXM el cual se mencionara posteriormente) se puede determinar la dosis

absorbida en cada 6rgano.

Uno de los pardmetros mas importantes para calcular la dosis absorbida es la
actividad acumulada representada por 4, que se refiere a cuantos decaimientos
hubo en un 6rgano especifico durante el tiempo de permanencia del radiofarmaco.
Una vez conociendo la cantidad de decaimientos y que porcentaje de dichos
decaimientos (alfa, beta, gamma, etc.) corresponde a qué tipo de emision, se puede
hacer un calculo del transporte de energia dentro del 6rgano y a otros 6rganos. En
dosimetria interna los 6rganos y tejidos se pueden dividir entre fuentes y blancos,
teniendo que un mismo érgano puede tener ambos papeles. También, conociendo
el tipo de particula que se emite se puede obtener la fraccion de la energia de dicha
particula que se absorbe en el 6rgano o tejido de interés, teniendo en cuenta que
las particulas cargadas tienen un menor alcance y los fotones solo pueden ser

atenuados.

Con lo mencionado se puede definir una ecuacion para obtener la dosis absorbida
en el érgano T debido al 6rgano fuente S :
_ kAY;yiEip; (T < 5)

D 4.4
: - (44)

Donde:

e y; es lafraccion de la i-ésima emision

e E; es la energia de la i-ésima emision (o energia promedio en el caso de
emision beta)

e ¢; es la fraccion absorbida en el 6rgano o tejido de interés de la i-ésima
emision

e my es la masa del érgano o tejido

e Kk es una constante de proporcionalidad que varia en funcion de las unidades

utilizadas para la actividad, energia y de las unidades en las que se quiere
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reportar la dosis. Por ejemplo, si se utilizan unidades del sistema
internacional el valor de k es:

Gy - kg

k=16-107"———
MBq-s-MeV

4.2.1. Actividad acumulada
Para obtener la actividad acumulada, idealmente se integra la actividad en funcién

del tiempo para el 6rgano fuente

A= fo A(D)dt (4.5)

Sin embargo, en los estudios reales no se obtiene una funcion de la actividad, sino
puntos en funcion del tiempo obtenidos mediante una serie de mediciones por lo
que se tienen dos opciones para obtener la actividad acumulada, aproximando el
area mediante la sumatoria de trapezoides o el ajuste de una curva que reproduzca
los datos obtenidos y su posterior integracion analitica. Ambos métodos dan

resultados aceptables, pero deben tenerse consideraciones al utilizarlos.

En el caso del método por trapezoides la suma del Ultimo trapezoide no contempla
la cola de decaimiento y la expulsién que tiene el radiofarmaco, por lo que se puede
subestimar la actividad acumulada. Para contemplar esta seccion y dar un enfoque
conservativo se podria suponer que después de este punto el radionuclido
Unicamente decae fisicamente y se integra la actividad después de este punto, por

lo que se volveria una manera hibrida de obtener A.

En el segundo método se requiere de una cantidad de puntos suficientes para
obtener un ajuste adecuado que reproduzca la realidad. Normalmente los procesos
fisioldgicos pueden representarse mediante una suma de términos exponenciales

(4.6), por lo que su integracion resulta sencilla.

A(t) = Z a;e”®it) (4.6)

i

Donde a; y b; son los parametros ajustados.
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En este punto es importante mencionar que la farmacocinética del radiofdrmaco en
un érgano o tejido puede ocurrir de distintas maneras. El radiofarmaco siempre tiene
un periodo de captacion y posteriormente una disminucion de la actividad por el
decaimiento fisico y la eliminacién biolégica. Dependiendo del 6rgano y del
radiofarmaco utilizado algun proceso puede llegar a ser despreciado, por ejemplo,
si la captacion ocurre rapidamente, o es despreciable en la escala temporal en
comparacion de la vida media del radiondclido y su retencion, puede no
considerarse el periodo de captacion y Gnicamente calcular A después del maximo

de captacion.

Debido a que el radiofarmaco sufre decaimientos radiactivos y una eliminacion
bioldgica se puede calcular una vida media efectiva que considere ambos procesos.
Dichos procesos se pueden representar adecuadamente mediante un decaimiento
exponencial, lo cual facilita el célculo de la vida media efectiva T,:

_ Tp " Tb

T, = ——— 4.7
¢ T, +T, (47)

Donde T, es la vida media fisica y T}, la vida media bioldgica.

Suponiendo que el periodo de captacion es despreciable la actividad acumulada

esta dada por:

A =1.44T,A (4.8)

Donde A es la actividad maxima o inicial en el érgano fuente. Lo anterior solo es
posible si se conoce correctamente la vida media de la eliminacién bioldgica.
También se pueden tener los casos donde la vida media del radionuclido es mucho

menor que la bioldgica, por lo que en la ecuacion (4.7) T, ~ T, o viceversa si la vida

media bioldgica es menor a la fisica.

4.2.2. Determinacion de la concentraciéon de actividad
Para poder cuantificar la actividad en un o6rgano se requiere de un software que
permita la determinacion de la concentracion de actividad en los volimenes de

interés que pueden ser érganos, tejidos, tumores y cualquier otro sitio donde haya
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una captacion considerable del radiofarmaco. Para ello existen diversos softwares
que dan las herramientas para crear regiones de interés (ROI) y posteriormente
volimenes de interés (VOI) que daran la informacion de la concentracion de

actividad (Bg/ml o Bg/cc) en imagenes PET.

En este trabajo se utilizdé el software Pmod que cuenta con las herramientas
mencionadas con las que se pueden crear los VOI necesarios y obtener la
concentracion de actividad en dichos volimenes. También permite la fusién de
imagenes CT, MRI y PET para poder trazar las regiones de interés mas facilmente

mediante estudios hechos por equipos hibridos PET/CT.

4.2.3. Fraccion absorbida

Previo al célculo de la dosis absorbida se requiere conocer la fraccion absorbida
¢;(T « S) para cada par fuente-objetivo y para el radionuclido utilizado. Para su
obtencion se utilizan softwares basados en Monte Carlo para calcular el transporte
de energia debido a las diferentes emisiones de radiacion ionizante para los
diferentes medios donde se da el decaimiento del radiondclido en cuestion. El valor
de ¢,;(T < S) para un radionuclido dado y un par fuente-objetivo es calculado para
cada tipo de emision y posteriormente los valores encontrados se guardan para que
los célculos posteriores de dosimetria interna sean mas faciles y rapidos para el
mismo radionuclido. El valor de la fraccién absorbida depende del tipo y energia de
la radiacion, la distancia entre la fuente y el objetivo, el volumen y composicion del
organo absorbente. Al depender de lo anterior, los valores de ¢; se deben obtener
mediante un modelo adecuado a la situacion real, es decir, los valores de ¢; para
un recién nacido no pueden ser los calculados para un modelo de un hombre de 70
kg. Para ello los modelos méas usados son los publicados por el comité MIRD los
cuales tienen establecidos diversos modelos representando humanos recién
nacidos, de 1 afo, 5 afos, 10 afos, 15 afos y adultos los cuales pueden ser
utilizados para obtener los valores de ¢; [62]. Con los valores de ¢;(T < S) se
calcula el valor S;(T < S) que condensa la informacion de las abundancias de

emision y energias del radionuclido (3; v;E;¢; (T < S)). Los valores de S;(T « S)
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son los que se proporcionan en las tablas del MIRD y son los utilizados por

OLINDA/EXM para realizar el calculo de la dosis absorbida.

4.2.4. Dosis absorbida

Finalmente se puede calcular la dosis absorbida utilizando la concentracién de
actividad obtenida con el software de analisis de imagen de las biodistribuciones a
distintos tiempos, los datos del radiondclido utilizado y las fracciones absorbidas
para cada par fuente-objetivo para el radiondclido en cuestion. Para ello en este
trabajo se utiliz6 el software de OLINDA/EXM (Organ Level INternal Dose
Assessment / Exponential Modeling), el cual tiene la informacion necesaria para el
calculo de la dosis interna para mas de 800 radiondclidos y distintos modelos

humanos. La informacién que se proporciona al software es el porcentaje de dosis

%ID

inyectada por gramo de tejido ( 5

) de los érganos cuantificados a los tiempos en

. . %ID
los que se realizaron los estudios. El p

indica la actividad presente en una region

u érgano como porcentaje de la actividad inyectada disponible. Mediante un ajuste

. %ID
exponencial de los

a diferentes tiempos el software calcula la actividad

acumulada para obtener la dosis absorbida en los distintos 6rganos y tejidos.

El software de OLINDA/EXM permite tres tipos de ajuste exponencial para calcular
la actividad acumulada, de una, dos o tres exponenciales. En este estudio se utilizé
el ajuste con tres exponenciales ya que fue el que mejor se ajusté a los datos

proporcionados.

Con la actividad acumulada obtenida en cada 6rgano, los valores de S;(T « S) para
el modelo humano utilizado y conociendo las emisiones del radiondclido
OLINDA/EXM calcula la dosis absorbida por actividad inyectada en los 6rganos, el
cuerpo entero y la dosis efectiva aplicando la ecuacion (4.4).
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Capitulo 5. Materiales y métodos

5.1 Electrodeposicion
El niquel enriquecido isotépicamente al 99.53% (®*Ni) en solucién electrolitica con
m“l’ de H;BO; es electrodepositado sobre un disco de

un pH entre 3.5y 4y con 257
oro utilizando un voltaje maximo de 4 V. El montaje se puede observar en la figura
5.1. El disco de oro desempefia el papel del catodo atrayendo los iones de ®*Ni2*

mientras que el filamento de platino funciona como anodo.

-

Figura 5.1. Montaje para la electrodeposicion con la fuente de voltaje y la celda

electrolitica.

Para realizar la electrodeposicion primero se deben lavar el disco de oro, el tubo de
cristal, el anodo de platino y la base de PTFE sumergiéndolos en acido nitrico por
unos minutos, esto con el objetivo de eliminar impurezas metélicas. El disco de oro
posteriormente debe ser pesado para calcular la cantidad de Ni electrodepositado

al terminar la electrodeposicion.
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El anodo debe ser colocado de tal manera que quede en el centro y 5 mm por

encima del disco de oro.

El voltaje a utilizar dependera de la cantidad de Ni en la solucion electrolitica y se
debe cuidar que la corriente generada no sea muy alta ya que se producirian
burbujas durante el proceso que aumentan la resistividad de la solucion. El proceso
dura alrededor de 24 h y al terminar se revisa la cantidad de Ni remanente en la
solucién. Al inicio la solucion electrolitica tiene un tono verdoso que indica la

presencia de Niy al terminar debe verse transparente.

5.2 Recuperacion y reciclado de 4Ni
Para la recuperacion del 8*Ni después de la separacién radioquimica se utilizaron

un vial de vacio, un vial de condensacion enfriado con nitrégeno liquido, un reactor
de evaporacion y una bomba para generar el vacio. EI montaje experimental se

muestra en la figura 5.2.

Figura 5.2. Montaje para la evaporacion de la solucion recuperada de *Ni en HCI

6M para su subsecuente electrodeposicion.
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Una vez evaporado el HCl 6M para reciclar el ®Ni y utilizarlo en una nueva
electrodeposicion se debe acondicionar agregando agua mili-Q, la cual tiene un
contenido de metales por debajo del nivel de ppb, al vial con el ®*Ni y mezclar
adecuadamente con un vortex de laboratorio. Una vez mezclado se debe agregar
una pequeia cantidad de HCI 0.1M ultrapuro hasta obtener un pH entre 3.5y 4. Una

vez obtenido el pH adecuado se agregan 25 mf de H;B0; y se vuelve a mezclar la

m
solucion con vortex, estando asi lista para volverse a electrodepositar.
5.3 Bombardeo
La irradiacion se realiz6 con un haz de protones con una energia de 11 MeV y una
corriente de 40 uA en el ciclotréon Eclipse HP de la Facultad de Medicina, UNAM.
Los bombardeos realizados tuvieron una duracion tipica de 2 h colocando el disco
de oro con el Ni electrodepositado en el mecanismo neuméatico adaptado para este

ciclotrén mostrado en la figura 5.3.

Figura 5.3. Mecanismo neumaético para la colocacion del disco de oro y su

irradiacion en el ciclotron Eclipse HP.

El mecanismo neumatico permite la refrigeracion del disco de oro con agua que

circula pasando por la superficie inferior del disco.
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5.4 Separacion radioguimica

Para la separacion radioquimica el disco de oro es colocado sobre un bloque de
disolucion, como el mostrado en la figura 5.4, en el cual el Ni electrodepositado y
los productos activados son disueltos en una solucién de HCI 10.4M calentando el

dedo caliente del bloque con el médulo calentador.

Figura 5.4. Bloque de disolucion junto con el disco de oro.

5.4.1 Médulo de separacién radioquimica
La figura 5.5 muestra el montaje experimental para la separacién radioguimica

utilizando un médulo Trasis mini AllinOne (AiO), cuyo proceso es completamente
automatico después de colocar el blanco sélido en el bloque de disolucion. Desde
la computadora con el software Trasis Supervision se puede observar en que parte
del proceso se encuentra y si se presenta algun error durante la separacion

radioquimica.
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Figura 5.5. Modulo Trasis miniAiO junto con el bloque de disolucién para la

separacion radioquimica del 4Cu, ®Niy %1Co.
El proceso de separacién radioquimica se resume a continuacion:

o Se afiaden 2 ml de HCI 10.4 M al disco de oro en el bloque de disolucién y
se calienta a 90 °C por 30-40 min hasta que el Niy los productos de activacidon estén

disueltos.

o En paralelo al proceso previo se acondiciona la columna AG1-X8 pasando 16
ml de HCI 6M.
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o Se afiaden 1.4 ml de HCI 0.1M al bloque de disolucion para reducir la
molaridad del HCI a 6M, los 3.4 ml resultantes se extraen y pasan por la columna
AG1-X8 para separar el ®Ni y lo eluido se manda al vial de ®*Ni para recuperar
posteriormente. Con esta molaridad el ®'Co y el %Cu quedan atrapados en la

columna.

o Se enjuaga el bloque de disolucion con 4 ml de HCI 6M y se manda

nuevamente al vial de 54Ni.

o Se pasan otros 6 ml de HCI 6M por la columna y se envian al vial de 84Ni,
esto con el objetivo de recuperar la mayor cantidad posible de ®*Ni para su

reutilizacion.

o Se pasan 6 ml de HCI 4M por la columna para eluir el 81Co y se envian al vial
de desecho.

o Posteriormente se pasan 9.5 ml de HCI 0.1M para eluir el ®*Cu y se envia al
reactor de evaporacion.

o Se calienta el reactor a 120 °C para evaporar el HCI 0.1M y dejar el 54Cu.

Para reducir la exposicion a la radiacion ionizante durante la separacion
radioguimica, el modulo fue colocado dentro de una celda Trasis H600 que se
muestra en la figura 5.6. La celda puede permanecer completamente cerrada
mientras se da seguimiento al proceso de purificacion desde la interfaz gréafica del

software de control.
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Figura 5.6. Vista de la celda Trasis H600 cerrada y la computadora con el software

Trasis Supervision.

5.4.2 Espectrometria gamma del radiofarmaco

Para estudiar el radionuclido se obtuvo un espectro gamma 24 h después del
bombardeo, a fin de identificarlo y observar si habia alguna contribucion de otro
radionuclido. El espectro fue obtenido con un detector de centelleo de Nal(Tl) en la

configuracion mostrada en la figura 5.7.
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Figura 5.7. Configuracion para la medicion del espectro gamma de una muestra de
64Cu-NOTA-Trastuzumab.

5.5 Radiomarcado

Una vez evaporado el HCl 0.1M del reactor de evaporacion, el ®*CuCl, fue
reconstituido en 300-500 uL de HCI 0.1 M y una fraccion de ello fue utilizada para el
radiomarcado del conjugado por incubacion en un bafio seco. El agente quelante
NOTA fue el utilizado para radiomarcar con el 8*Cu y se utiliz6 un bufer de acetato

de sodio para estabilizar el pH durante el radiomarcado.

La figura 5.8 muestra los viales con la molecula precursora liofilizada NOTA-Benzoil-
NCS-Trastuzumab y el bufer de acetato de sodio utilizados. Este kit fue desarrollado
en colaboracion con el Laboratorio Nacional de Investigacion y Desarrollo de
Radiofarmacos del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (LANINDER-
ININ).
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Figura 5.8. A) vial con la molécula precursora NOTA-Benzoil-NCS-Trastuzumab, B)
vial con bufer de acetato de sodio 0.25M.

5.5.1 Incubacion

Se utilizaron 5 mg de la molécula precursora y los tiempos de incubacién fueron de

30-60 min a 37°C en un bafio seco digital con 1.5 ml de bufer y ®*Cucl, (figura 5.9).

Figura 5.9. Bafio seco digital, con temperatura y tiempo configurables, utilizado para

el radiomarcado.
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5.5.2 Purificacion via cromatografia por exclusion de tamafio

Para aumentar la pureza radioquimica se utilizaron las columnas mostradas en la
figura 5.10. Estas columnas permiten separar moléculas de gran tamafo de las
moléculas con menor tamarfio, por lo que permiten separar el %*Cu-NOTA-

Trastuzumab del ®*CuCl, que no logré reaccionar durante el radiomarcado.

A)

it %

-

B)
qhz =

Figura 5.10. A) columna PD-10 con capacidad de elucion de 2.5 ml, B) columna

HiTrap con capacidad de elucién de 1.5 ml.

Las columnas fueron acondicionadas con 25 ml de solucién salina. Una vez
acondicionadas el primer volumen eluido fue desechado (2.5 ml y 1.5 ml para las
columnas PD-10 y Hitrap respectivamente) y el segundo volumen fue colectado en
varios viales. Los viales obtenidos fueron analizados por radiocromatografia con
una HPLC Waters 1525 de la Unidad Radiofarmacia-Ciclotron UNAM.

El radiofarmaco finalmente fue esterilizado mediante filtracién utilizando un filtro

Millex-GV Durapore de 0.22 ym mostrado en la figura 5.11.
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Figura 5.11. Filtro Millex GV Durapore de 0.22 um.

5.6 Estudios preclinicos

Las imagenes fueron obtenidas con un microPET Focus 120 de la Facultad de
Medicina, UNAM. El equipo tiene una resolucion espacial de 1.6 mm, un FOV radial
de 7.6 cm y un FOV axial de 10 cm. Las imagenes fueron reconstruidas con el
algoritmo de reconstruccion iterativo OSEM2D, un total de 128 proyecciones, una

matriz de 128X128 pixeles y un tamafio de pixel de 0.86X0.86 mm.

Los ratones fueron inoculados en el hombro con la linea celular HCC1954 de 2 a 4
semanas antes de los estudios. Se estudiaron en total 9 ratones separados en 2
grupos de 5 y 4 ratones. Al grupo de 5 ratones se le administré Unicamente el
radiofarmaco mientras que el grupo de 4 ratones fue el bloqueado previamente con

trastuzumab.

Las imagenes estaticas microPET fueron obtenidas a 1h, 3h, 24 hy 48 h p.i. En
algunos de ellos se obtuvieron imagenes a 72 h y 96 h p.i. para observar la
biodistribucidén a estos tiempos ya que a 96 h no se tiene registro en la literatura
sobre la biodistribucion de *Cu-NOTA-Trastuzumab. La duracion de las
adquisiciones para cada tiempo p.i. se resume en la tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Duracion de las adquisiciones a los distintos tiempos p.i.

Tiempo p.i. de la adquisicién (h) Duracion de la adquisicion (min)
ly3 10
24,48y 72 30
96 120

Un dia previo a los estudios con ®4Cu-NOTA-Trastuzumab se obtuvieron imagenes
estaticas con FDG a 40 min p.i. de 10 min de duracién para comparar la captacion
en el tumor entre ambos radiofarmacos. Los estudios con FDG fueron realizados

con los ratones en ayuno de 5 h y se les inyectd una actividad de 271 + 37 uci.

Para medir la actividad a inyectar se utilizo el activimetro mostrado en la figura 5.12.

Figura 5.12. Activimetro utilizado para medir la actividad a inyectar a los ratones.

Los ratones fueron sedados con isoflurano al 2% y el radiofarmaco se inyecto en un
volumen no mayor que 100 uL por la vena de la cola (figura 5.13 C).
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Para el bloqueo de receptores se utilizaron 0.5-1 mg de NOTA-Trastuzumab
disueltos en un volumen < 50 uL de solucion salina, y se administraron 1 h antes de

la inyeccion del radiofarmaco.

Figura 5.13. A) ratén en posicion para obtener las imagenes con el microPET, B)
ratbn con el tumor subcutaneo visible, C) Sedacion y administracion del

radiofarmaco al raton previo al estudio.

5.6.1 Cuantificacion

Para realizar la cuantificacion se obtuvieron las concentraciones de actividad con
base en las imagenes microPET obtenidas de los estudios preclinicos elaborando
VOI en los 6érganos con mayor captacion y en el tumor. La limitante en este caso

fue el no contar con un microCT para poder segmentar los érganos con base en las
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imagenes tomograficas, por ello se realizaron varias VOI para una misma regién de
captacion que correspondia a 6rganos facilmente identificables como el higado y el
corazdén. Las regiones anatomicas con captacion del radiofarmaco que
correspondian a un drgano u otro fueron identificadas con la ayuda de la médico
veterinario del Laboratorio de Investigacion Preclinica microPET de la Facultad de
Medicina, UNAM. Posteriormente se calcul6 el promedio de las concentraciones de
actividad obtenidas en cada 6rgano y la concentracion de actividad promedio fue
utilizada para calcular los porcentajes de dosis inyectada por gramo de tejido

(%ID/g) de los 6rganos y el tumor de cada raton.

Para obtener los valores de %ID /g en cada 6rgano, en funcién de la concentracion

de actividad corregida por decaimiento, se utilizé la siguiente ecuacion:

=20 7 (5.1)

Ca . At
9 organo Po

., .o . p kB
Donde C, es la concentracion de actividad promedio del 6rgano en [Wq] A, es la

actividad inyectada en kBq, 4 es la constante de decaimiento del radionuclido, t el
tiempo transcurrido entre la inyeccion del radiofarmaco y el estudio, p, es la

densidad del 6rgano o tejido.

Para obtener el valor del SUV;,.., Se utilizo la siguiente ecuacion:

Ca
SUVinean = (A_mWB> et (5.2)
0

Donde m,, es la masa total del raton en gramos.

5.6.2 Dosimetria interna
Para extrapolar los %ID /g obtenidos de las biodistribuciones en ratones a humanos

se utilizé la siguiente ecuacion [63], [64]:

( %ID ) _ (%ID)
organo B g

humano

animal

Yoérgano
) Ysrgano. 5.3
( gTBpeSO)animal <kgTBpeSO>human0] ( )
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Donde KGTBpeso €S el peso del cuerpo entero en kg Y gsrgano €S €l peso del 6rgano

eng.

Las masas de referencia de cada érgano para mujeres fueron obtenidas del ICRP

89 [65] y se resumen en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Masas de referencia para mujeres de los 6rganos considerados [65].

Organo Masa (g)
Higado 1400
Corazoén 620
Rifiones 275
Intestino 1140
Cuerpo entero 60 kg

Con los valores obtenidos se ajustaron las curvas de actividad-tiempo utilizando el
software OLINDA/EXM. La curva de ajuste utilizada en el software es la siguiente:

Actividad(t) = Ae™% + Be Pt + Ce™t (5.4)

Estas curvas se integraron utilizando igualmente OLINDA/EXM para calcular los
valores de la actividad acumulada y con dichos valores hacer la dosimetria interna

del radiofarmaco.

En el caso de los intestinos se utilizé el modelo gastrointestinal proporcionado por
OLINDA/EXM.
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Capitulo 6. Resultados

6.1 Electrodeposicion

La corriente inicial generada utilizando 4 V fue de 8 a 10 mA. La duracion de las
electrodeposiciones realizadas fue de ~20 h con un remanente en la solucion < 3%
del niquel total electrodepositado, que se determind utilizando una tira reactiva
(figura 6.1). Las electrodeposiciones fueron de 10 a 20 mg de niquel enriquecido al
99.53% (®*Ni). En la ultima electrodeposicion se utilizé niquel reciclado, lo que
mejoro el rendimiento de marcado ya que al pasar por el proceso de purificacion se
eliminan impurezas de Cu y otros metales que compiten con el %Cu en el

radiomarcado.

Figura 6.1. A) Tira reactiva para medir la cantidad restante de Ni en la solucién
electrolitica, B) Blanco solido electrodespositado con Ni, C) Pesaje del blanco.

El voltaje y la corriente utilizados generaron una electrodeposicion homogénea
como se puede observar en la figura 6.1B y el Ni remanente en la solucién fue

minimo.
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6.2 Recuperacién y reciclado de ®Ni
Se recuperaron 3 viales (figura 6.2) de ®*Ni obtenidos de purificaciones durante este

proyecto y se preparé con ello una solucion stock con un pH de 3.7y 25 % de H;BO;4

que fue utilizada en una electrodeposicion.

Residuo después de
evaporacion

Figura 6.3. %Ni después de evaporar el HCI 6M y posteriormente preparar una

nueva solucioén stock.

La evaporacion del HCI 6M dio como resultado %Ni de un color verdoso como se

puede observar en la figura 6.3.
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La eficiencia de recuperacién del %4Ni fue > 95%. Las pérdidas son debidas a una
posible pérdida de la solucién con ®Ni mientras los gases de evaporacién son
absorbidos por la bomba que genera el vacio en el vial de evaporacion (figura 5.2).
Esta bomba al succionar el aire desde el vial de vacio, pasando por el de
evaporacion y luego por el de condensacion, puede absorber cierta cantidad de
solucién si no se mantiene a una temperatura adecuada ya que al llegar al punto de
ebullicion el HCI empieza a burbujear. Otro aspecto por considerar para mejorar la
eficiencia de recuperacion es la cantidad de solucion a evaporar. En el vial utilizado
en este proyecto se evaporaron maximo 10 ml de solucion recuperada a una T =
110 °C configurada en el software del modulo. Con ello se evit6 la pérdida de la
solucion hacia el vial de condensaciéon y que Unicamente se evacuaron los gases

evaporados.

6.3 Bombardeo
Con los parametros utilizados se obtuvieron Ag,p de 96.3 — 210 mCi de %4Cu,

dependiendo de la cantidad de niquel electrodepositado en el blanco.
La tabla 6.1 muestra las Az, de los blancos y la cantidad de Ni electrodepositado.

Tabla 6.1. Az, de ®*Cu obtenidas con un tiempo de bombardeo de 2 h y una

corriente de 40 uA durante los experimentos.

Blanco Agop (MCi) Ni electrodepositado (mg)
1 181.7 20.3
2 96.3 11.0
3 210.0 18.3

6.4 Separacion radioquimica
La separacion radioquimica del material blanco y de los productos de activacién se
realizd ~24 h después del final del bombardeo. Esto con el fin de permitir el

decaimiento de los productos de activacion de vida media corta, principalmente 61Co
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que se co-produce con el 4Cu, disminuyendo la exposicién a la radiaciéon durante

la descarga del blanco y su traslado al laboratorio donde es procesada.

Como se ha mencion6 en la seccion 5.4, para la separacion radioquimica se
utilizaron distintas molaridades de HCI para separar el Ni, 1Co y %Cu. Los

volimenes y molaridades de HCI utilizados se resumen en la tabla 6.2.

Tabla 6.2. Cantidades y molaridades de HCI utilizadas para eluir los distintos

metales durante la purificacion.

Molaridad (M) de HCI Volumen (ml) Eluye
6 ‘ 13.4 ‘ 64Nj
4 ‘ 6 ‘ 61Co

0.1 ‘ 9.5 ‘ 84Cu

Con los detectores de actividad colocados en distintas partes del médulo se obtiene
un perfil de elusion como el de la figura 6.4. El detector colocado en la salida de la
columna es el que se utiliza para obtener la actividad del *Cu. Con este perfil de
elusién se encontré que al iniciar a eluir el HCI 0.1M se deben dejar pasar 3 ml al
desecho ya que este primer volumen no contiene %Cu y luego colectar alrededor
de 2.5 ml en el vial del reactor (punto de cambio sefialado en la figura 6.4) y los 4
ml restantes de HCI 0.1M son enviados al desecho. Asi la mayoria del *Cu es
colectado en ~2.5ml y el resto del HCI 0.1 M es mandado a un vial de desecho.
Esto es debido al volumen muerto de la columna, lo cual deja una cierta cantidad
de HCI 4M de la elusién del 61Co, por lo que los primeros ml que salen de la columna
al cambiar a HCI 0.1 M se mezclan con el sobrante 4M y no logran eluir el 84Cu ya
que la molaridad combinada es mayor que 0.1M. Esto ayuda a colectar el %*Cu en

un volumen pequefio de solucion y reducir los tiempos de evaporacion en el reactor.
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Figura 6.4. Perfil tipico de elusién medido por los distintos detectores de actividad

en el mdédulo Trasis miniAiO.

Una vez colectado el ®*Cu en el reactor se utilizé una T = 110 °C para la evaporacion

del HCI 0.1M guedando Unicamente el 84CuCl, , que se recupera en un volumen de

0.3-0.5 ml que se utiliza como solucion stock para el radiomarcado.

6.4.1 Espectrometria gamma del radiofarmaco

La figura 6.5 muestra el espectro gamma obtenido sin haber evidencias de

impurezas radionuclidicas 24 h después del final del bombardeo. El segundo pico

corresponde a la y de 1346 keV emitida en el decaimiento del %*Cu con una
abundancia del 0.48%.
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Figura 6.5. Espectro gamma de una muestra de ®*CucCl,.

6.5 Radiomarcado

Incubando 5 mg de NOTA-Trastuzumab, 1.5 ml de bufer y el **Cucl, a 37 °C por 60
min se obtuvieron rendimientos de marcado o purezas radioquimicas de 20-30%
debido a las impurezas de Cu, que eran del orden de ppm en el niquel enriquecido
utilizado en las primeras electrodeposiciones. Se encontré que la cantidad de "3Cu
debido a esto era de ~1:10 contra el %Cu producido, por lo que se requirid un
proceso de purificacion del radiofarmaco por cromatografia por exclusion de tamafio
para separar el ®*CuCl, que no logré unirse a NOTA-Trastuzumab. El rendimiento
de marcado puede ser mejorado al reciclar el ®*Ni ya que se eliminan las impurezas

de Cuy Co que compiten en el proceso de radiomarcado del ¢“Cu.

6.5.1 Purificacion via cromatografia por exclusion de tamafo
La tabla 6.3 resume la pureza radioguimica (PRQ) obtenida por radiocromatografia

(figura 6.6) después de pasar el radiofarmaco por cada columna.
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Tabla 6.3. PRQ obtenida después de pasar el radiofarmaco por las distintas

columnas.

Primera columna PD-10

Segunda columna Hitrap

# Viales PRQ (%) # Viales PRQ (%) | Actividad
Viales utilizados Viales | utilizados total
(mCi)
26 8-20 60-70 22 15-20 90-91 0.47
A) £ Detector radiacion
o
' E4Cy-NOTA-Trastuzumab
> 50000 Ticudt 0
B) 4000'0—_ o Detector radiacion
)
| o B4Cu-NOTA-Trastuzumab
2 20000 L Teuck
1 o

a

i fay =2
T T

250
Minutes

Figura 6.6. Perfil de radio cromatografia de una muestra del radiofarmaco a) pre-

purificacion, b) post-purificacion.

Una vez procesado el radiofarmaco con ambas columnas se logré mejorar la pureza

radioquimica de 20% hasta > 90% por lo que se establecié un método para poder

recuperar una soluciéon con bajo rendimiento de marcado debido a impurezas

isotopicas de Cu, a alguna contaminacion durante el proceso de purificacion o a la

presencia de otros metales que compiten en el proceso de radiomarcado. La

principal desventaja de realizar este proceso es que la actividad obtenida después
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del radiomarcado es reducida en cada cromatografia por lo que esto se debe tener

en cuenta al planificar la actividad requerida en los estudios preclinicos.

Ya obtenido un rendimiento mayor que el 90% es posible realizar los estudios

preclinicos con ratones.

6.6 Estudios preclinicos

6.6.1 Biodistribucion
A los ratones se les administré el radiofarmaco de manera intravenosa por la vena

de la cola con una actividad de 101.8 + 6.4 uCi.

En la figura 6.7 se puede observar la biodistribucion a distintos tiempos p.i. de un
ratdn no bloqueado y otro ratdn bloqueado obtenidas mediante estudios microPET.
Al raton bloqueado se le administraron 0.5 mg de NOTA-Trastuzumab 1 h antes de

la inyeccién del radiofarmaco.
Las masas corporales de los ratones estudiados se resumen en la tabla 6.4.
Tabla 6.4. Masas corporales de los ratones incluidos en el estudio.

Ratén Peso (g)

19.0
21.2
21.4
21.7
23.3
24.1

No bloqueados

21.3

20.5
21.7

© 00 N o o A W N P

Bloqueados
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Ratdn no bloqueado
48 h

Raton bloqueado
24 h 48 h

Figura 6.7. A) Biodistribucion de 4Cu-NOTA-Trastuzumab en un ratén no blogueado
a diferentes horas p.i. y la biodistribucion de FDG a 40 min p.i, B) Biodistribucién en
un raton bloqueado con 0.5 mg de NOTA-Trastuzumab 1 h antes de la inyeccién del
radiofarmaco y su biodistribucion con FDG. Las flechas naranjas sefialan la posicién

del tumor.

El tumor del ratén no bloqueado puede visualizarse facilmente a partir de las 24 h
p.i., teniendo el mejor contraste entre el tumor y el fondo a las 48 h p.i. A las 96 h
practicamente solo se observa captacion en el tumor, sin embargo, se tiene mucho
ruido en la imagen. En el caso del higado a las primeras horas p.i. es el érgano con
mayor captacion y a partir de las 24 h p.i. se puede observar una disminucién de la

concentracion de actividad, ya a las 48 h y 96 h la captacion es casi nula.

En el caso del raton bloqueado aun es posible visualizar el tumor a partir de las 24
h p.i., pero en la cuantificacion es donde se puede observar una diferencia entre el
no bloqueado y el bloqueado al comparar sus %ID/g en el tumor, los cuales tienen

un valor de 124+ 5.1 % y 6.5+ 1.8 % a 48 h p.i., respectivamente. Para el raton
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blogueado el higado se comporta de manera similar en las imagenes disminuyendo

su captacion a partir de las 24 h p.i.

En ambos casos los estudios microPET con FDG a 40 min p.i. no mostraron
captacion en el tumor lo que vuelve al *Cu-NOTA-Trastuzumab como un mejor
candidato para identificar tumores HER2+. La captacion de FDG que se observa en
el cuello del raton no blogqueado es debido a la grasa parda y se tiene captacion en

el cerebro por su alto consumo de glucosa.

Ya que aun se observd una captacion del radiofarmaco en los tumores de los
ratones bloqueados con 0.5 mg de trastuzumab se decidioé usar 1 mg 1 h antes de
la administracion del radiofarmaco. La figura 6.8 muestra las biodistribuciones a
distintos tiempos de un ratén no bloqueado y un raton bloqueado con 1 mg de

trastuzumab.
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Ratén no bloqueado
24 h

3

Raton bloqueado
24 h

Figura 6.8. A) Biodistribucion de *Cu-NOTA-Trastuzumab en un ratén no bloqueado
a diferentes horas p.i. B) Biodistribucion en un ratén bloqueado con 1 mg de NOTA-
Trastuzumab 1 h antes de la inyeccion del radiofarmaco. Las flechas naranjas

sefalan la posicion del tumor.

Como se puede observar de la figura 6.8 el ratdbn no bloqueado tiene dos tumores,
siendo el inferior izquierdo el tumor mas grande. Esto puede ser debido a que en el
momento de la inoculacidon una parte de las células no fueron colocadas en la
posicion correcta dando lugar al tumor superior mas pequefio y posteriormente la

inoculacion correcta en el hombro del raton (tumor inferior).

Igualmente, como en el grupo anterior, en el raton no bloqueado se pueden observar
facilmente los tumores después de las 24 h p.i. En este grupo se adquirieron
imagenes hasta 72 h p.i. y el contraste entre el tumor y el fondo es igualmente bueno

alas 48 h p.i.
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En este caso, el tumor del raton bloqueado muestra una captacion del radiofarmaco
mucho menor utilizando 1 mg de trastuzumab para bloquear los receptores HER2,
por lo que esta cantidad seria la adecuada para futuros estudios preclinicos con
este radiofarmaco. Los %ID/g a las 48 h p.i. de los tumores en el raton no
bloqueado y en el bloqueado de la figura 6.8, dieron valores de 9.9 +2.7% y 3.4 +
0.7 %, respectivamente, con lo que se puede confirmar que el tumor del raton
blogueado tuvo una captacion menor respecto al de la figura 6.7 el cual fue de 6.5 +
1.8 %.

Los resultados obtenidos para los demas ratones del grupo bloqueado como del no
blogueado fueron similares a lo observado en las figuras 6.7 y 6.8.

6.6.2 Cuantificacion

Se obtuvieron los %ID/g promedio para los grupos blogueado y no bloqueado a
distintos tiempos p.i. para el tumor, higado, corazoén, rifiones e intestinos. Los
%ID/g promedio se observan en las gréficas 6.1 y 6.2. En el caso del grupo
blogueado se promediaron los %ID/g de los ratones bloqueados con 0.5y 1 mg de
trastuzumab. También se calculé el SUV,,..» €l cual se reporta en las gréaficas 6.3 y
6.4.
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Grupo no bloqueado (n=5)
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Gréfica 6.1. %ID/g promedio (®*Cu-NOTA-Trastuzumab) del tumor y érganos a

distintos tiempos post inyeccion para el grupo no bloqueado.

Grupo bloqueado (n=4)
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Gréfica 6.2. %ID/g promedio (*Cu-NOTA-Trastuzumab) del tumor y érganos a

distintos tiempos post inyeccion para el grupo bloqueado.
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Grupo no bloqueado (n=5)
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Gréfica 6.3. SUVpeqn (*Cu-NOTA-Trastuzumab) del tumor y érganos a distintos

tiempos post inyeccion para el grupo no bloqueado.
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Gréfica 6.4. SUV,peqn (*Cu-NOTA-Trastuzumab) del tumor y érganos a distintos

tiempos post inyeccion para el grupo bloqueado.
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Los valores del %ID /g para el tumor muestran una clara diferencia a las 24 hy 48
h p.i. entre el grupo no bloqueado y el bloqueado teniendo una relacion de los
%ID/gde 1.5y 2.4 alas 24 hy 48 h (p.i.), respectivamente. Para el tumora 24 hy
48 h p.i. entre el grupo no blogueado y bloqueado se obtuvieron valores P mediante
la prueba T de Student de 0.05 y 0.003, respectivamente, con lo que se puede
considerar en ambos casos una diferencia estadisticamente significativa entre los
dos grupos. También se observa para el tumor del grupo no bloqueado que se tiene
una tendencia de incremento del %ID/g y el SUV,,.qn CONforme aumenta el tiempo
p.i. llegando a un maximo a las 48 h, que es consistente con lo reportado en otros
estudios [66], [67].

En el caso del higado y el corazén tanto para el grupo no bloqueado como para el
bloqueado se observa una disminucion de la captacion con el tiempo. En el caso
del grupo bloqueado los valores del %ID/g a las primeras horas es ligeramente
mayor pero los valores P obtenidos mediante la prueba T de Student no dieron
resultados para considerar esta diferencia estadisticamente relevante, lo que da

soporte a la captacion especifica del radiofarmaco en los tumores HER2+.

Los intestinos y los rifiones mostraron un %ID/g constante en el tiempo y no se

observaron diferencias entre el grupo no bloqueado del bloqueado.

También se calcularon las relaciones del %ID /g tumor/higado y tumor/corazén para
cuantificar el contraste que se tiene del tumor en las imagenes con respecto a los
organos que mostraron una mayor captacion del radiofarmaco. Los resultados se

muestran en la gréfica 6.5.
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Gréfica 6.5. Relaciones tumor/higado (T/H) y tumor/corazon (T/C) de los grupos de

ratones no bloqueados y bloqueados a diferentes tiempos post inyeccion.

En este caso la relacion T/H a 24 h 'y 48 h p.i. entre ambos grupos dio un valor P <
0.05, y en el caso de T/C sélo a las 48 h p.i. se obtuvo un valor P < 0.05. Las
relaciones entre T/H y T/C entre el grupo bloqueado y no bloqueado dan valores de

2.63y 2.3 respectivamente a las 48 h.

Las relaciones de contraste son importantes ya que en un futuro si el #4Cu-NOTA-
Trastuzumab es utilizado en el diagndéstico de pacientes con cancer de mama
HER2+ con sospecha de metastasis, se podra observar la captacién del
radiofarmaco cuando exista posible presencia de metastasis en higado, esto a las

48 h (p.i.) lo que concuerda con lo reportado en la literatura [46], [66], [67].

La tabla 6.5 resume los valores P obtenidos para los casos relevantes mencionados.
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Tabla 6.5. Valores P entre los grupos de ratones no bloqueados (NB) y bloqueados

(B) para distintos casos.

Valor P

%ID/g (NB vs B)

Relaciones de contraste (NB vs B)

Tumor T/H

24 h 0.05 24 h 0.04

48 h 0.003 48 h 0.0045
Higado TIC

1h 0.28 24 h 0.1

3h 0.16 48 h 0.02
Corazoén

1h 0.2

3h 0.35

Con estos resultados se puede confirmar que el radiofarmaco es especifico para

tumores que sobre-expresen el receptor HER2 ya que el método del bloqueo de

receptores reduce su captacion en el tumor. También se obtienen resultados

similares a otras investigaciones en las que se ha encontrado que a 48 h p.i. el tumor

alcanza su maxima captacion y es cuando se obtienen las imagenes con el

contraste mas alto entre el tumor y los 6rganos con alta captacion [46], [66], [67].

6.6.3 Dosimetria interna

El software OLINDA/EXM gener6 las curvas mostradas en las graficas 6.6, 6.7 y

6.7.
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Activity(t)=A"exp(-at)+B"exp(-bt)+C exp(-ct)

%ID/g
6.5 4
L
a8 +
32 1
16 +
24 a8 72
T(h)

Gréfica 6.6. Curva de ajuste del %ID/g del higado, para la determinacion de la
actividad acumulada obtenida en OLINDA/EXM.

Activity(ti=A"exp(-at)+B"exp(-bt)+C exp(-cl)

%1D/g
3 =
2.3+
15 -+
075+
24 48 72
T(h)

Grafica 6.7. Curva de ajuste del %ID/g del corazdn, para la determinacion de la
actividad acumulada obtenida en OLINDA/EXM.
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Activity(t)=A"exp(-at)+B"exp(-oti+C exp(-ct)

%ID/g
0.3 \\
0.38 + :
0.25 +
0.125 +
24 a8 72
T(h)

Gréfica 6.8. Curva de ajuste del %ID/g de los rifiones, para la determinacion de la
actividad acumulada obtenida en OLINDA/EXM.

. %ID
Integrando las curvas de ajuste del (ér"

gano) para el higado, corazon, rifiones y

considerando que el resto de la actividad estd homogéneamente distribuida en el
resto del cuerpo se obtuvieron las actividades acumuladas de la tabla 6.6. Como se

puede observar en la gréafica 6.1 el valor del %ID/g para intestinos se mantuvo

=2.6%

Intestinosrqton

. . %ID
aproximadamente constante en el tiempo, con un valor de ( )

%ID )
intestino/ pymano

en promedio, por lo que se considerd un ( = 0.98 % para el modelo.
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Tabla 6.6. Actividades acumuladas por unidad de actividad inyectada obtenidas en

OLINDA/EXM en distintos érganos y el resto del cuerpo.

Actividad acumulada por actividad

Organo
inyectada (MBqg-h/MBQ)

Corazon 0.403
Rifiones 0.076
Higado 0.818
Intestino grueso inferior 0.045
Intestino grueso superior 0.061
Intestino delgado 0.032
Resto del Cuerpo 16.8

Con estos valores se calculd la prediccibn de dosis en mujeres para este

radiofarmaco. Los valores de dosis en los distintos 6rganos y la dosis efectiva se

reportan en la tabla 6.7.
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Tabla 6.7. Prediccion de dosis en mujeres obtenida en OLINDA/EXM extrapolando

de la biodistribucion en ratones.

Organo Dosis (uGy/MBq)
Glandulas suprarrenales 36.8+ 0.2
Cerebro 30.7+ 0.2
Senos 304+ 1.5
Pared de la vesicula biliar 36.8+ 0.1
Pared del Intestino grueso inferior 48.8 + 5.8
Intestino delgado 369+ 0.2
Pared estomacal 35.7+ 4.3
Pared del Intestino grueso superior 46.1+0.2
Pared cardiaca 14.3+ 0.1
Rifiones 33.3+0.2
Higado 599+ 2.9
Pulmones 343+ 4.1
Musculo 32.3+0.2
Ovarios 358+ 7.2
Pancreas 37.6 £ 0.2
Médula 6sea roja 274+ 3.3
Células osteogénicas 70.6 + 0.7
Piel 28,5+ 0.3
Bazo 348+ 0.2
Timo 349+0.2
Tiroides 319+ 1.6
Pared de la vejiga 321+ 1.6
Utero 35.7 4 0.2
Cuerpo entero 3424+ 09
Dosis efectiva (uSv/MBq) TR
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Los valores obtenidos se pueden comparar con los resultados de otros estudios.
Woo S. junto con un equipo de trabajo [37] realizaron estudios preclinicos para el
64Cu-NOTA-Trastuzumab en roedores portadores de tumores BT-474 HER2+, en
los cuales obtuvieron que la captacion del radiofarmaco alcanzé su maximo a las 48

h postinyeccion y por lo tanto un mejor contraste tumor-sangre. Entre sus resultados

reportan una dosis absorbida en corazén de 0.048 ;’;—Z, en higado de 0.0792—;’ ,
para el bazo de 0.047 22 y de 2.43 + 1.09 2% en tumor.
MBq MBq

Se han realizado algunos estudios clinicos utilizando trastuzumab radiomarcado
con %Cu. Uno de los primeros estudi6 la biodistribucién y farmacocinética del ¢4Cu-
DOTA-Trastuzumab en pacientes con cancer de mama HER2+ con o sin metastasis
[46]. En el estudio se tomaron imagenes PET a 1, 24 y 48 h post inyeccion de 126 +
8 MBq del radiofarmaco obteniendo que el tiempo éptimo para su imagen es a las

48 h, semejantes a los resultados del estudio preclinico de Woo S.K. [37]. La dosis

msSv
MBq

efectiva calculada fue de 0.036 + 0.009 la cual, considerando la cantidad de

actividad inyectada, da como resultado una dosis efectiva menor que la de un
estudio PET con FDG. La dosis absorbida en los érganos para los estudios con %4Cu

y trastuzumab reportados en la literatura se resume en la tabla 6.8.

Otro estudio utilizé el #*Cu-DOTA-Trastuzumab para detectar y medir la captacion
del radiofarmaco en pacientes diagnosticadas con cancer de mama metastasico
HER2+. Los resultados de la dosis depositada en los distintos érganos y la dosis
efectiva se muestran en la tabla 6.8. En el estudio se comparo la sensibilidad para
detectar lesiones metastasicas previamente identificadas por imagen CT, en las
imagenes obtenidas 24 h p.i. se obtuvo una sensibilidad del 77%, y del 89% a las
48 h, mientras que para el FDG es del 93%, resultando ser un buen radiofarmaco

para detectar y medir lesiones metastasicas diseminadas [66].

Lee I. et al. [67] en un estudio reciente evaluaron el radiofarmaco utilizado en este
proyecto (5*Cu-NOTA-Trastuzumab) en pacientes con cancer de mama HER2+
mediante imagen PET. Al igual que en los estudios previos se encontrd que el mejor

cociente tumor-sangre se da a las 48 h post inyeccion y la dosis absorbida en los
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érganos sanos (tabla 6.8) resulté ser menor que para el radiofarmaco 64Cu-DOTA-
Trastuzumab. Se concluye que el radiofarmaco tiene una captacion especifica en
los tumores HER2+ y que podria ser utilizado como herramienta para evaluar el
estado de los tumores y respuesta a terapia para las pacientes con cancer de mama
HER2+.

La tabla 6.8 resume las dosis en los 6rganos con mayor absorcién y la dosis efectiva
de este estudio y los diferentes estudios reportados en la literatura.

Tabla 6.8. Comparacion de las dosis absorbidas en 6rganos y dosis efectiva de

distintos estudios y el realizado en este proyecto.

64Cu-NOTA-
64Cu-NOTA- 64Cu-DOTA-  %4Cu-DOTA-
o Trastuzumab
Radiofarmaco Trastuzumab Trastuzumab Trastuzumab (est
este
[67] [46] [66] .
estudio)
z 2 0 uGy
Organo Dosis absorbida (M—Bq
Suprarrenales 50+1 31+ 4 36.8 1+ 0.2
Pared
5 42 + 8 34.0+ 4.6 160 14.3 +£ 0.1
cardiaca
Riflones 44 4+ 9 103 + 34 90 33.3+0.2
Higado 76 +7 237 + 117 120 599 + 2.9
Pulmones 34+ 4 57+70 34.34+4.1
Bazo 63+ 10 142 + 40 100 34.8+ 0.2
Dosis efectiva
10+1 36 +9 30 35.2+1.1
(uSv/MBq)

La dosis absorbida en las glandulas suprarrenales y pulmones en este proyecto son
similares a las obtenidas en estudios con el mismo radiofarmaco. La dosis en la
pared cardiaca e higado fueron las mas bajas respecto a los demas estudios. Se
obtuvo una dosis efectiva mayor al estudio que utilizo el agente quelante NOTA y

similar a los que utilizaron DOTA.
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En este estudio se obtuvieron dosis absorbidas en corazén e higado mas bajas
respecto a los demas, lo cual es de suma importancia ya que el radiofarmaco es
procesado por la via hepatobiliar y tiene una alta captacion en corazén debido a que

el tejido del corazon tiene una expresion importante de receptores HER2.

El agente quelante NOTA ha demostrado reducir la dosis absorbida en los 6érganos
y la dosis efectiva respecto al quelante DOTA por lo que lo hace un mejor candidato
para su uso en estudios clinicos. Si se administra el radiofarmaco en estudios
clinicos con una actividad de 185 MBq la dosis absorbida en la pared cardiaca,
higado y la dosis efectiva serian de 2.6, 11.1 mGy y 6.5 mSyv, respectivamente sin
considerar la dosis absorbida aportada por el estudio CT. La dosis efectiva seria
similar a los valores reportados para estudios con FDG [68], por lo que se considera

un radiofarmaco seguro para su uso en estudios clinicos de diagndstico.
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Conclusiones

Se logr6 realizar la electrodeposicién del niquel enriquecido al 99.53% (54Ni)
adecuadamente sobre un disco de oro hiperpuro con un minimo remanente en la
solucién. También se recuperd satisfactoriamente el ®Ni de separaciones
radioguimicas previas para utilizarlo en nuevas electrodeposiciones, con lo que se
reducen los costos de produccién de radiofarmacos con 84Cu, producido mediante
la reaccién nuclear %Ni(p,n) 84Cu. La evaporacion de la solucién recuperada de *Ni
dio una alta eficiencia de recuperacion (> 95%) y con ello es posible reciclar varias

veces el ®Ni utilizado en cada experimento.

Con los parametros utilizados durante el bombardeo del blanco se obtuvieron
actividades de ®‘Cu adecuadas para terminar con una actividad suficiente del
radiofarmaco después de realizar el proceso de separacion radioquimica,

purificacion por cromatografia y poder realizar los estudios preclinicos.

En la purificacion radioquimica la temperatura en el bloque de disolucion fue la
adecuada para disolver el blanco en HCI 10.4M y extraer la solucion del disco de
oro. Se lograron separar correctamente el ®Ni, %1Co y %Cu y recuperar
eficientemente el ®*Ni para su reutilizaciéon. También, se redujo la contaminacion del
61Co al minimo separandolo en un vial de desecho que puede dejarse en un blindaje
para su decaimiento. Los detectores del modulo Trasis miniAiO fueron de utilidad
para identificar cuando colectar el 6*Cu en el reactor de evaporacién y asi reducir la

cantidad de HCI 0.1M a evaporar, reduciendo el tiempo necesario.

Utilizando 5 mg de NOTA-Benzoil-NCS-Trastuzumab, 1.5 ml de bufer y 60 min de
incubacion se obtuvieron rendimientos de marcado del 20-30% con lo que se
encontré que la principal razén del bajo rendimiento de marcado eran las impurezas
en ppm del "®Cu que se encontraban en el #*Ni enriquecido, el cual fue utilizado sin
pasar por un proceso de separacion radioquimica previo. Con esto se concluye que
entre mayor cantidad de separaciones radioquimicas y recuperaciones de %*Ni
consecutivas se realicen, las ppm de "Cu disminuyen y con ello se obtienen

mejores rendimientos de marcado.
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Se establecié un método para aumentar satisfactoriamente la pureza radioquimica
del radiofarmaco mediante una purificacion via cromatografia por exclusién de
tamafio. Mediante este proceso se elevo la pureza radioquimica de 20% a >90%.
Las desventajas de realizar este proceso son el tiempo consumido (de 1 ha 2 h), la

pérdida de actividad obtenida después del radiomarcado.

Durante los estudios preclinicos se encontr6 que 1 mg de trastuzumab sin
radiomarcar es suficiente para bloquear correctamente los receptores HER2 de los
tumores en los ratones. Con ello se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo de ratones no bloqueado del grupo bloqueado. Con
estos resultados se puede asegurar que el **Cu-NOTA-Trastuzumab es especifico
a tumores HER2+ ya que el método del bloqueo de receptores reduce
considerablemente su captacion en dichos tumores. También se encontro que 48 h
p.i. es el tiempo més adecuado para visualizar la captacion en el tumor teniendo el
mejor contraste entre el higado y el corazon, por lo que se podrian visualizar
metastasis en higado. Las imagenes a 96 h p.i. dieron una biodistribucion en donde
solo se apreciaba captacion del radiofarmaco en el tumor, sin embargo, se requeriria
una actividad inyectada mayor a la utilizada en este proyecto para obtener mejores

imagenes a estos tiempos.

En el escalamiento de dosis a humanos se obtuvieron valores de dosis efectiva
semejantes a estudios previos con %Cu y trastuzumab, obteniendo una dosis
absorbida menor en los érganos con mayor captacion, como los son el corazon y el

higado, en comparacion con dichos estudios. En las predicciones de este estudio

los érganos con mayor captacion fueron las células osteogénicas (70.6 + 0.7 %),
el higado (59.9 + 2.9 %), la pared del intestino grueso inferior (48.8 + 5.8 %) y la

pared del intestino grueso superior (46.1 + 0.2 %).

Con los resultados obtenidos se comprobd la utilidad del *Cu-NOTA-Trastuzumab
para la evaluacion especifica de tumores HER2+ y su posible uso clinicamente para
seleccionar a las mejores candidatas para una terapia con trastuzumab, con una

dosis efectiva semejante a un estudio con FDG y con la ventaja de que, una vez
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producido el radiofarmaco, puede ser transportado a distintos estados de la

republica mexicana que cuenten con equipos PET o PET/CT.
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