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I. RESUMEN

El desarrol}o alcanzado en el diagneéstico por imagenes
por centellograﬁla ha contribuldo a facilitar el diagnéstico
rapido y seguro de tumores en cualquier regién del
organismo. Para el efecto es necesarla la pfoducclon de
fArmacos que puedan ser marcados con radionaéclidos que
permitan obtener imAgenes claras.

El presente estudio consistieé en evaluar dos
formulaciones distintas para preparar un fdrmaco, Aacido
dimercaptosucelnico (DMSA), gque pueda emplearse en la
radiolocalizacién de tumores de cuelloc al ser marcado con
*83mTc iTecneclo 99 metaestable). |

Ambas formulaciones (A y B) lincluyen los mismos
componentes (soluciédn de ®**™TcO,.~, agua destilada, NaHCO,,
A4cide dimercaptsuccinico, y SnClz%*2H20), la formulacién B
incluye ademas glucosa.

De cada formulacidn se realizaron cinco producciones
diferentes; a cada una de las formulacliones se les evalué la
pureza radioquimica por medio de cromatogr#fia en capa fina;
para el efecto se escogié un. frasco al azar de cada
produccién. Los resultados.obtenidos demostraron gue no
existe diferencia estadlsticamente significativa (p<0.05) en

.los porcentajes de marcacién de las dos formulaciones, y que
hay reproducibilidad entre 1las diferentes producciones.
Asi mismo se concluye que las producciones se realizaron
bajo buenas practicas de manufactura, ya que se efectud un
control microbiolédgico, el cual fue negative en todos los

casos; con los estudios de blodistribucién realizados en




animales de laboratorlio se determiné gque la formulacién B
presenta un porcentaje de captacién mayor por 1la tiroides
(érganc de interés), probablemente debido a gque la glucosa
facilita el transporte del complejo formado a través de la
membrana; con ésto se concluye que la formulaclién B es la de
eleccién y por 1o tanto se recomienda su uso para el
diagnéstico de tumores de cuello. Asl mismo se puso de
manifiesto que este radiofAdrmaco es captado a nivel éseo por
lo gque se recomienda hacer estudios al respecto para el
posible uso de éste en el dlagnéstico de ciertos tumores a
este nivel.

Finalmente se determiné que la excrecién de ambas

formulaciones es a nivel renal.




II. INTRODUCCION

La medicina nuclear ha sido definida COmo una
especialidad multidisciplinaria dedlicada al uso de
compuestos radliactivos en dlagnestico y terapia (1}.

Los grandes avances de esta disciplina implican mayor
necesidad de disefiar radicfAdrmacos cada vez mas especlficos
gue permitan realizar exdmenes de manera segura y efectiva.

Para formular un nuevo radiofarmaco, es necesario
revisar criterios y caracterlsticas que deben cumplirse, con
el fin de asegurar si aquellos que se estan utilizando son
satisfactoriocs o es necesario redisefiarlos para que reunan
las caracteristicas del radiofarmaco ideal para un
determinado exémen o estudio.

En el presente trabajo de investigacién se evaluaron
dos formulaciones dlistintas para la produccidn del complejo
Acido Dimercaptosuccinico marcado con Tecnecio 99
metaestable (DMSA-®*®™Tc V) a pH bAasico con el objetivo de
establecer cual de ellas es la mejor para’ el diagnéstico
centellogradfico de tumores de cuello; as! mismo se comparéd
su biodistribucidén con respecto al DMSA-®°"Tc IV a pH Acido
usadc en centellografla renal y cuyos érganos blanco son

rifion y cerebro.




III. ANTECEDENTES

A. Tecnecio 99 metaestable

1. Historia del Tecnecio

Al disefiar Mendelejew 1la tabla perleédica de los
elementos qulmicos, dejé varios lugares vaclos y predijo gue
los dos espacios por debajo del manganeso, correspondlentes
a los némeros 43 y 75 serian ocupados por elementos
parecidos a éste y también entre st (2).

En 1528 se identificéd el elemento gquimico con el némero
atémico 43, y fue denominado con el nombre de tecnecio. Este
nombre viene del grieqo Technetos o artificial, debido a que
fue el primer elemento qulmico artificial que se produjo.

Uno de los hallazgos mds interesantes en el campo de la
radiogulmica farmacedtica ha sido la demostracién de que 1la
mayorla de los radiofArmacos de Tecnecio son mezclas de
complejos que pueden tener distinto comportamiento blolégico
Y ho compuestos simples homogéneos como se deduce de 1los
resultados obtenidos por 1los controlés de calidad
habituales. El nimero y extensién de estos complejos depende
fundamentalmente de la formulacién y de las coﬁdiciones de
preparacién del radiofdrmaco (3).

2. Generadores

Un generador de radioisétopos de perlodo corto consta
de un radiondclido padre de perlodo de semidesintegracién
relativamente largo, el cual al desintegrarse promueve 1la
aparicién del radiontclido hijo de perlodo de

semidesintegracien corto.




El nuevo elemento producido puede separarse por elucién
y utilizarse con fines diagnésticos, mientras que' el
elemento padre permanece en el generador. La elucién puede
generarse varlas veces al dla. Generalmente los generadores
conocidos en la practica como ordefiadores, son estériles vy
por ello el eluldo gue se obtiene puede utilizarse
inmediatamente.

El generador de Molibdeno 99 (*®*Mo) - Tecnecio 99
metaestable (*°™Tc), consta de una columna, generalmente de
altmina (Alz0s) impregnada de ®®Mo. La separacién del 2?°%Mo,
se realiza por simple elucién con solucidn salina isoténica
y estéril, a través de la columna (4).

La facilidad de obtener el ®=®*=T7T¢c a partir de

. generadores ha permitido la incorporacién de Tecnecio en
gran variedad de ligandos generando la produccidén de muchos
radicfdrmacos con diferentes afinidades hacia los tejidos.
As]l como la versatilidad del Tecnecio para producir cambios
en su estado de oxlidacién, ntmero de coordinacién, geometrla
y conformacién, es wuna gran ventaja para el disefio vy
Slntesis de diversos radiof&rmacos, entre ellos el complejo
polinuclear *¥mPT(V)~-DMS, como un nuevo radiofArmaco
tumoral, definido as! por su empleo en la radiolocalizacién
de procesos tumecrales (2,5,6).

3. Caracterlsticas Quimicas del *®=Tc

Todos los radiondclidos del tecnecio son radiactivos,
con perlodos de semidesintegracién desde 5 segundos (2°=2Tc)

hasta 2.6 * 10% afios (®7Tc). Toda la aplicacién biomédica




del tecneclo se basa en el empleo del isétopo **~Tc (5);
Posee estados de oxidacién que van desde -1 a +7 siendo
los estades inorgdnicos mas estables el 1ién pertecneciato
{(TcO4+~) con valencia +7 y diéxido de tecnecio (Tc0a) con
valencia +4, Los restantes estados de oxidaclén son mas
inestables Y dificilies de ocbtener, presentandose
principalmente bajo forma de compleios de coordinaclién (7).
4. Caracterlsticas Fislcas dél »®mTCc
Su perlodo de semidesintegracién es de 6.04 horas y 1la
ausencia de emisién beta permite la administracién de
cantidades del orden de mCi (millcurle) sin gque ésto
signifique una dosis de radiacién significativa para el
paciente. Sus emisiones gamma presentan una adecuada
penetracién a los tejidos, pueden ser deﬁectados con alta
eficlencla con detectores de Nal activados con Tallo vy
facilitan la obtencién de imdgenes centellogrdficas con una
buena resolucién usando colimadores de bajo espesor (8).
Todas estas caracterlsticas, son la razén de gque un
alto porcentaje de los radiofdrmacos utilizados actualmente
en medicina nuclear, son compuestos marcados con **=Tc, vya
gue sus propledades son altaménte favorables en aplicaciones
clinicas tanto para 1la obtencién de imdgenes como para
estudlios dindmicos (9,10).
Como se meﬁcioné con anterioridad, otra gran ventaja
que presenta el *"*™~Tc es gque puede ser obtenido facilmente a
nivel de clinicas de medicina nuclear en forma estéril,
libre de pirdégenos y sin portador, por elucién de

generadores de **™Mo - ®®mpc (2,9-12).




B.

RadlofArmacos de ®***TcC

Cuando se tiene un sistema cerrado comc lo es el
organismo humano, se presenta el problema de conocer qué
sucede dentro de é1 al inyectar moléculas que seran
procesadas dentro de dicho sistema.

Si1 se pudiera medir o contar las moléculas gue salen,
se podrla tener informacidn para analizar 1lo gue sucede
dentro del sistema durante el proceso. Este agente del cual
se puede conocer su travectoria y transformacién dentro del
siatema se le denomina trazador. S1 ha sido marcado con un
radiontclido se llama radiotrazador y si se wutiliza con
fines de dlagndéstico o terapla, Radiofarmaco (1).

Un radiofdrmaco estd formado por dos componentes, un
radiondclido y un fa&rmaco.

El radiondclido a usar se elige de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas; entre ellas, periodo de
semidesintegracién, energla de emisidn, tipo de emisidn; as!
mismo debe presentar caracterlisticas quimicas que le
permitan reaccionar con diferentes compuestos, formando
complejos utilizables como trazadores.

Las caracterlsticas flsicas del radiontclido influyen
en la dosis de irradiacién tanto del paciente como del
operador, es por ello que debe elegirse de acuerdo a su
locallzacién en el organismo y su participacién en procesos
fisioldgicos; la posibilidad de ser marcado sin alterar las
propiedades biolégicas de 1la molécula y no deben ser

tdxicos.




En base a 1lo anterior, un radiofdrmaco puede ser
definido como toda sustancia gqulmica de naturaleza organica
o lnorganica, que dentro de su estructura contiene atomos
radlactivos, los cuales presentan desintegracién espontinea
con emisidén de fotones o partliculas nucleares y se utilizan
con fines de diagnéstico y terapia al ser administrados .a
seres humanos (1,3).

Las caracteristicas principales de un radiofdrmaco son:
l. Debe presentar las caracterlsticas de tode compuesto
inyectable en seres humanos (no téxico, apirégeno Y
estéril).

2. Debe ser emisor gamma puro.

3. La activlidad especlfica (act/gr) debe ser alta con el fin
de obtener un promedio de conteo alto en pequefio volumen vy
masa inyectable.

4. Deben séz solubles en agua idealmente y permanecer
solubles al mezclarse con fluidos del orqanismo.-

5. Deben ser estables, tanto in vitro como in vivo.

6. La distribucién biolégica de un radiofarmaco es 1la
caracteristica que permite establecer su utilidad para
estudios funclonales u obtencidn de imagen estatica. Su

establilidad jin vivo puede verse afectada al unirse a

"protelnas del plasma o células después de ser inyectado.

Preferentemente debe permanecer como compuesto libre vy
unirse a protelnas o células al concentrarse en el 6érgano
blance.

7. La depuracién sangulnea debe ser alta pues esta

directamente relaclonada con la velocidad de concentracién




en el 6rgano blanco gque influye en el tiempo necesario para
realizar e1 examen.

8. Debe ser de bajoc costo y facilmente disponible en los
centros de medicina nuclear.

ACIDO 2,3 DIMERCAPTOSUCCINICO (DMSA):

El Acido 2,3- dimercaptosucclinico o acido 2,3-
dimercaptobutanodidico de peso molecular 182.21 se ha
utilizado en medicina nuclear como agente quelante en
envenenamiento por metales pesados.

Por ser un buen agente quelante se ha marcado con
tecnecio; el complejo se forma rapida y fiAcilmente afiadiendo
el pertecneciato a un juego de reactivos compuesto por el
Acido dimercaptosucclinico, y un reductor que hace gue el
tecnecio pase de valencia +4 a valenclia +7 (Tc** --> Tc*7)
acelerando la reaccién de formacion del compledjo;
generalmente se usa cloruro estanoso dihidratado (5,11,12).

El complejo *°~Tc-DMSA es uno de los radiofarmacos mas
usados para evaluar 1la funcién renal por medioc de 1la
centellografla, ya que se prepara en condiciones acidas 1lo
que facllita su excrecién a nivel renal; asil mismo pdede ser

empleado en centellografla cerebral (13 - 16).

ACIDO 2,3 - DIMERCAPTOSUCCINICO (DMS):

La preparacién del Acido dimercaptosucclnico marcado
con Tecnecio es un claro ejemplo de cémo influyen en el
comportamiento bioldgico del radiofdrmaco la variacién de
sus componentes (agente gquelante, Estafio II y Tc) ¥ el pH

del medio, principalmente (3).
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En 1376 se demostré gue en la reaccien del
pertecneciato con el Acido dimercaptosuccinico (DMSA} en
presencia de cloruro estanoso, se pueden formar dos
complejos diferentes segtin se modifiquen las condiciones de
preparacién, especialmente el pH. La estructura de 1los
compuestos formados determina su blodistribucién; asi el
obtenido a pH Acido (1 -~ 4) muestra acumulacién renal y el
preparado a pH neutro o alcalino se elimina mads rapidamente
por 1la orina. BEs intéresante que los compleios DMSA/Sn?*
son interconvertibles entre sl, pero una vez que se afiade el
tecnecio ya no se modifican al hacer cambios de pH
(5,11,17). |

Cuando el Acido dimercaptosucclnico es marcado con
s9mPc a pH alcallno y baja concentracién de SnClz se cobtiene
un radiotrazador pentavalente de tecnecio que es diferente
al ya conocido DMSA-**"Tc renal (5,18).

Este complejo ha sldo muy estudiadc en les #ltimos afios
Yy se le ha llamado complejo DMSA al gue se prepara en medlo
4cido y se acumula en el rifion y DMS (sin la "A" gue implica
acidez) al complejo preparado en medlo neutro o alcallino
(5).

Actualmente se sabe que el complejo DMSA, tiene el
tecnecio como Tc(IV) y gQue en el preparadc en condiclones
neutras o0 alcalinas en presencia de cantidades estrictamente
controladas de estafio, el ligante se une al Tc(vf0‘3' y que
se forma un complejo polinuclear, el Tc(V) -~DMS. Este

radiofarmaco participa en el proceso metabélico de células
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en divisien y en el proceso de maduracién de osteocitos. EIl
T (V)-DMS es designado como un complejé polinuclear
pentavalente del tecnecio gue ha mostradc en los dltimos
tiempos una gran aplicacién clinica, usindose con éxito en
la gammagrafia de cAncer medular de tiroides, tumores de
tejldo blando y otros tumores de cabeza y cuello (3,5,9,19-
23).

Se ha postulado la teoria de gque al inyectar el DMS
pfeparado en medio alcalino se diluye en el torrente
circulatorlio y que se forma el complejo polinuclear que
puede penetrar a las células, por medio de unién a las
protelnas del citosol y a la mitocondria, teniendo una menor
extensién al ntcleo y microsomas; asl mismo se ha sugerido
que puede unirse a los componentes sangulneos como 1la
glucosa gque facilitan su entrada al sitio del tumor, pero
gue una vez dentro ya no puede difundir al exterior; este
hecho es una gran ventaja en gammagrafla porgue el tumor
queda con mds radiactividad que el tejido.circundante Yy se
delimita mejor (5). '

Muchas posibilidades han sido consideradas en busca de
una explicacion de 1la locélizacién de este compledjo en
tumores malignos; entre ellos se ha.sugerido una unién no
. especlfica, sin embargec los mecanismos de su uhibn a células

mallignas adn estAn bajo estudio (20).

11




D. Métodos de Evaluacién de 1la Garantla de la calidad de los
Radiofarmacos
l. Pureza Radloquimica

La pureza radiogqulmica de un preparado es el porcentaje
de actividad del radlondclido en la forma gquimica
establecida en relacién a la actividad total presente de
dicho radiondclido; constituye un factor determinante de 1la
reproducibilidad de un procedimiento diagnéstice ya que si
bien las Iimpurezas radioquimicas rara vez ocasionan
reacciones téxicas, pueden alterar la blodistribucién de 1la
preparacién radiofarmacéutica (24-26).

Durante el almacenamiento de un radiofdrmaco, su pureza
radioquimica puede verse afectada por el fenémeno de
radidlisis. La magnitud de la misma varla con el tipo vy
energla de la radiacién emitida, actividad especlfica de 1a.
preparacién Y periodo de semidesintegracién del
radiondclido. También puede ocurrir descomposicién gquimica
independiente de 1la radlactividad, signdo funcién de
variables tales como temperatura, luz; pH, oxlgeno,
solventes, etc (27).

Su determinacién puede‘realizarse per métodos tales
como precipitacién, extraccién por solventes, destilacién,

. electroforesis y cromatografla, siendo los dos dltimos los
de eleccidén por su versatilidad, facilidad y rapidez de
‘realizacién.

Los 1llmites de pureza radioquimica no deben ser

tratados en términos abstractos, su establecimiento depende

del uso especifico de la preparacién radiofarmacéutica y del
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comportamlento bloldgico de las impurezas, siendo en algunos
suficiente un criterioc del 90% y en otrcs no aceptable un
nivel menor del 97% (28).

Controles Blolégicos

a. Esterilidad

La producclieén de un inyectable debe realizarse tendiendo
a evitar la posible contaminaclén con micreocorganismos mas
que destruirlos posteriormente (28,29).

Los métodos mads utilizados en el Area radiofarmacéut;ca,
son aquellos que emblean métodos flsicos tales como calor
seco o0 hiémedo vy filltracién, asl como 1la realizacién de
procedimientos asépticos, a partir de reactivos estériles
{29).

| El control de esterilidad se realiza con voltmenes de
inoculacién reducidos en cada medio de cultivo (0,1 - 0.2
‘ml).
b. Apirogenicidad

La prueba recomendada por la Farmacopea d= los Estados
Unidos, (USSP XXITI) para la deteccién de pirdgencs en
soluciones parenterales involucra la mediclén del incremento
de 1la temperatura en conejos después de la inyecclidn
intravenosa de la solucién estéril que es objeto de estudio.
En la actualidad esta prueba puede ser sustitulda por la del
lisado de amebocito de 1limulos (LAL), descrita en la
Farmacopea de los Estados Unidos {USP XXII) que involucra
la deteccidn de endotoxinas bacterianas.

El reactivo de pirégenos de LAL e3 un lisado de

13




amebocitos de Limulus polyphemus, un lliofillzado de li
ehdotoxina de E. goll y agua estéril libre de endotoxinas
(30).

La prueba consiste en una reaccién de gelificacién en
presencia de endotoxina que es lniclada enzimaticamente, 8e
cree que el mecanismo de la reacclén envuelve la
precocagulacién de una enzima por Ca*?® y la endotoxina,

Hay que tener en cuenta varias sustancias que podrian
interferir en la prueba, como serlan: soluciones alcochélicas
que pueden precipitar el lisado y producir particulas en
suspensidn; una concentracién alta de proteinas gque puede
formar geles sin endotoxina y los lones Ca*?* que forman
geles en presencia de endotoxinas,

Controles no Rutlnarios: Distribucién Biolégica en
animales de experimentaclién

El estudio de distribuclén biolégica de un nuevo agente
de diagnéstico es esencial para el establecimiento de su
eficacia y utilidad. Permite lnvestigar gl comportamiento
del compuesto marcado desde el momento de Qu administracién
y obtener datos cuantitativoes farmacocinétlicos (26).

El objetivo de esta evaluacién preclinica es estimar
cudl serd la utilidad diagnéstica potencial en humanos, a

- partir de los resultados obtenidos en un modelo animal. Por
lo tanto es evidente que la eleccién del modelo es de gran
importancia. Las diferenclas entre especles anatémicas vy/o
funclonales, pueden Interferir en las etapas de absorclén,
distribucién, metabolismo, excresién y/o interaccién del

compuesto marcado con el receptor (26).
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Lhba utilidad del estudlo de blodistribuclén en animales
de experimentacién, no se limita a la etapa de investigacién
y desarrollo; constituye un control de rutina para centros
de produccidén de Juegos de reactivos, contribuye a 1la
determinacidén de la vida 4til de los mismos, ya gque muchas
veces las técnicas flslicoqulmicas convencionales no son
capaces de detectar degradacién de estos precursores,
especlialmente en etapas tempranas de descomposicién;
representa un control de pureza radioqulmica si las
impurezas poseen una blodistribucién diferente a 1la del

radiofarmaco.
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IV. JUSTIFICACIONES

En la actualidad tanto la medicina nuclear como la
radiofarmacia, han alcanzado un gran desarrollo,
constituyendc ambas especlialidades una considerable ayuda
para el médlico cllnico tantoe en el desarrcllc de nuevos
tratamientos contra diversas enfermedades, como tamblén en
la realizaclién de estudios fislolégicos gue contribuyen al
estudio morfoldédgico y funcional de los diferentes é&rganos
del cuerpo; asl! mismo en la actualidad se ha experimentado
un gran desarrollo en el campo dlagnéstico por imagenes, por
centellografia, contribuyendo a 1la radiolocalizacién de
tumores en cualquier regidn del organismo. Para tal efecto
es necesario el empleo de fArmacos marcados con un
radiocniclido que permita obtener imagenes claras, que
contribuyan a la rdpida deteccidn de procesos malianos.

El principal objetivo de este trabajo de investigaclédn
es la produccidn del complejo *3™Tc-DMS para su empleoc en la
localizacién de tumores de cuello permitiendo su
disponibilidad en el Hospital General S5an Juan de Dlos vy
logrando reducir los coctos gdel misrmo para gque sea de facil

acceso a la poblacién quatemalteca.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

B.

Producir el complelo ?°™Tc(V)-DMS para su empleo

el diagnestico y radiolocalizacién de tumores de cuello.

ESPECIFICOS
1. Elegir la medjor formulacién para la produccién de DMS
5u posterior marcacién con ®*%™Tc-(V}.
2. Elaborar 1la metodolegla gque garantice su calidad
medio de <controles microblolédgicos, radicqulimicos

distribucién bioldgica en animales.

en

b 4

por

Y
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B.

VI. HIPOTESIS

Para la produccien del complejo ®°~Tc (V)-DMS es medor la
formulacién B, gque emplea glucosa, con respecto a la

formulacién A que no incluye dicho componente.

Existe diferencia sianificativa en cuanto a la

biodistribucién del **~Tc-DM8A, cuya afinidad es mayor hacia
el rifidn, y el ®°™Tc (V)-DMS, cuya afinidad es mavor hacia el

teiido de la tirocides.
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VII. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO:

B.

MEDIGOS:

Ratones de laboratorio.

Reactivos para la formulacion cel radiofarmaco.

1. RECURSOS HUMANOS

Investigadora: Alba del Carmen Bran Vallejo.
Asesora: Dilana Freire de Nave.
Personal profesional vy técnicoe del departamento de

Radiofarmacia de 1la Direcclén General de Energla

Nuclear (DGEN).

2. RECURSOS INSTITUCIONALES:

3.

Laboratorlio de Radiofarmacia de la Direccién General de

Energla Nuclear.

RECURSOS MATERIALES:

Equipo:

Liofilizadora (Lab-Conco}.

- Balanza Anallitica (Metler AE 100)

- Potenciometro (Fisher).

-~ Campana de flujo laminar horizontal (Lab-Conco}.

- Autoclave (Fisher).

- Refrigeeradora (Cetron).

- Computadora (EPSON).

- Contador tipo pozo de centelleo s=8lido con cristal

de yoduro de sodio activado con Talio (Ortek),

- Radiocromatégrafo (Berthold).
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Incubadora (Lab-Conco).

Balanza para animales de laboratorio
(METLER).
Calibrador de dosis con detector tipo

gaseoso (VICTOREEN),

Plancha agitadora con calefaccioén
(Fisher).

b. Materiales:

Jeringas de 1 v 5 cc.
Agujas n@meros 21 y 23.

Filtros Millipore de 0,22 um de
didmetro (Sartorius).

Viales de vidrio de Borosilicato tipo 1
de color ambar.

Tapones para liofilizar.
Etiguetas.

Frascos tipo Pyrex de 250 ml.
Tubcs de ensayo.

Selladora.

Varillas de aglitacien,
Vidrios de relod.

Beaker de 150 ml.

Algoddn.

Tijeras.

Equipo de diseccién.

Jaulas para ratones,

Cubas cromatograficas.

Papel cromatogrdfico ITLC impregnadoc con

(GRLMANY) .

sllica gel
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c. Reactivas:

Acido dimercaptosuccinico (SIGMA!.
Cloruro estanoso dihidratado {MERCK).
Bicarbonato de sodio.

Agua destilada apirégena.

Solucien de cloruro de sodio al (.85% apirédgena.

Nitrédgeno gaseoso.

Generador de °°Mo - *°™Tc. (Amersham)
Caldo tripticasa soya (BBL).

Caldo tioglicolato (BBL).

Agar Sabouraud (BBL).

Butanol

Glucosa.

Acetona.

C. PROCEDIMIENTOS

1.

Formulaciones del DMS:

a. 293=Tc(V)-DMSA: { FORMULA A)

i.

it.

iii.

Materiales:

Soluciétn de 2°™Tc0.” - Agua destilada
desoxlgenada con nitrédgeno.

Solucidn a:

Disolver 0.84 gr de NaHCOs en 100
destilada.

Sclucién b:

Disolver 1.1 mg de DMSA en 20 ml de

solucién 3.

hervida vy

ml de agua
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iv.

ii.

iii.

iv.

Solucieén c:

Disclver 2.25 mg de SnClz*2H=20 en 1 ml de HCl

0.1 N y desoxlgenar con nitrégeno durante 15 minutos.
Marcacién: |

En un frasco tipo penicilina agregar 2 ml de
solucidén b v 0.1 ml de sclucién de **™TcO.".

Ajustar el pH a 8.5

Burbujear nitrégeno durante 15 minutos.

Agregar 20 ul de solucidn c. Burbujear nitrégeno
durante 15 minutos.

Pasar por filtro Millipore de 0.22Um a un frasco
estéril.

semTc(V)-DMSA: {FORMULA B)

Solucién a:

Disolver 1.20 mg de NaHCOa en 100 mi de Hz0

Solucién b:

Disolver 1.36 mg de DMSA en. 20 ml de
solucidén a y agregar 30 mg de glucosa.

Solucién c:

Disolver 0.11 mg de SnCl=*2H20 en 1 ml de HC1

6.1 N y desoxigenar con nitrégenc durante 15 minutos.
Marcacién

Agregar 0.1 ml de solucién estéril libre de
pirdgenos de NaHCO> al 7% a 2.3 ml de

BBmTco‘-_
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2. Determinacién de la calidad de los radiofAdrmacos:

a.

Pureza Radioqulmica: (24)

Colocar el solvente en la cAdmara cromatografica, hasta
llegar a una altura de 1 - 2 ocm del fondo del
recipiente, tapar y delar saturar la camara.

Cortar el soporte en tlras de aproximadamente 1.5 x 12
cm, trazar una linea discontlnua con lapiz de grafito a
1.5 cm de uno de los extremos y otra linea a 9.5 cm de
la linea gue marca el punto de aplicadibn.

Aplicar la muestra en la linea de origen tratando de no
tocar 1la superficie. El A&rea de la misma debe ser 1lo
menor posible (didmetro maximo de 0.5 cm).

Colocar la tira cromatografica en la cAdmara cyidando gue
el borde inferior quede sumergido en el solvente y que
el mismo no toque el punto de aplicacién.

Cuando el solvente 1lleque a la linea gque marca el
frente, retirar la tira de la cadmara y se deja secar.
Medir el cromatograma por el sigulente procedimiento;

- Cortar la tira en secciones de 1 cm comenzando desde
0.5 em por debajo de la llnea de aplicacién de 1la
muestra y medir cada uno de los segmentos en un contador
de centelleo sélido. Determinar el fondo.

Determinacién de la pureza radioquimica:

Ar

Ar + Azl

% PR = porcentaje de pureza radioguimica

, PRCPEIAD 6 LA WNIVERSIDAB 3F Sy oo & Toals

B.piioterns Cenctra!

Cw = ————




Ar = Actividad neta (considerando el fondo del
cromatograma) del radiofarmaco.
Ari= Actividad neta de la impureza {considerando el
fondo del cromatogqrama).
Distribucién Biolégica: (25)
Se realizé en ratones de laboratorio cuyo peso fue
de 18 - 25 g; cuyas condiciones de salud eran buenas.
Los animales sometidos a cada experimento eran del mismo
sexo, cepa ¥ mads o menos del mismo peso. Las
formulaciones con ®°™Tc (V)-DMS no excedieron 0.1 ml.
Cada formulacién se inyectd via endovenosa en 1la vena
marginal de la cola de estos animales. Después de 2
horas post-inyeccién, se sacrificé los animales pox
traccidn cervical y se evalud el porcentaje de marcacién

de rifiones, hueso fémur, tiroides y cerebro.

Esterilidad (24)
En una campana de flujo laminar se sembré de 1 a 2 gotas
del material en estudio, en caldo tripticasa soya (para
microorganismos aerobios), caldo ticglicolato {para
microorganismos anaeroblos) y en agar Sabouraud (para
hongos), vy se incubd a 37¢C durante 7 dlas para el
primero y segundo medio; en el caso del agar Sabouraud,
a temperatura ambiente durante 14 dias. 8Se determiné
visualmente la presencla de crecimiento microbiano, el
cual se pone de manifiesto por turbidez en 1los dos
primeros medlos, y por la presencia de colonias féngicas

en el tercer medio.
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C. DISENQ EXPERIMENTAL:

Para evaluar cual de las formulaciones es mejor se
llevé a cabo 5 producciones con un limite de error de 2s; de
cada una de las producciocnes se hizd dos repeticiones de
cada una de las férmulas (A y B); a cada una de estas
formulaciones se les reallzé un control microbiolégico vy
radioquimico, escogiendo un frasco al azar; los resultados
fueron recopilados en una hoja de resultados previamente
elaborada {Anexo I}.

Se realizé el control de marcacién de cada formulacién
para establecer si existe diferencla significativa entre
éstas por medio de la prueba de "t de student"; debido a que
los resultados obtenldos se expresaron en porcentaje 3e
realizé 1la transformacién a arco seno para minimizar el
posible error al trabajar con porcentajes,

?ara evaluar 1la distribucién bionldgica de cada
formulacién se escogid ai azar un frasco de cada produccién
el cual‘se inyectd en ratones de laboratorio; se trabajé con
dos ratones por cada producclén de ambas formulaciones, de
modo que el ndmero total de ratones fue de 20. Se sacrificé
a los animales y se determind el porcentaje de actividad en
cada uno de los érganos de intéres, transformandeclo también

. a arco seno. Para el efecto se llevé a cabo un disefio
factorial con blogues 2 x 3, en el cual los factores fueron
las formulaciones y los érganos; siendo los blogues cinco
diferentes producciones, Debido a que el porcentaje de
actividad entre drganos fue diferente, se realizé

comparaciones mdltiples por la prueba de Fisher.
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VIII. RESULTADOS
Se 1llevaron a cabo dos formulaclones de DMSA sin
glucosa y de DMSA con glucosa (A y B, respectivamente), de
las cuales se reallizaron cinco producciones que fueron
liofilizadas; cada formulacién incluye dentro de sus
componentes dcido dimercaptosuccinico (DMSA), NaHCO» y agua
destilada; la formulaciédn B inciuye ademds glucosa. En base
al andlisis estadlstico realizadco (ANDEVA), se comprobé que
no hay diferencia estadlsticamente significativa entre las
producciones por lo que son reproducibles (p<0.05).
Para evaluar la calidad de cada formulacién se llevd a
cabo el control de calidad respectivo:

Microblolégico sembrando un frasco de cada produccidn
escoglido al azar en caldo tripticasa soya (para
microorganismos aerobios), caldo tiogliéolatc {para
microorganismes anaercbles}) y agar Sabouraud (para honges);
después de 10 dlas de incubacién no se encontrd crecimliento
en ninguno de los tubos.

La pureza radioquimica de los fArmacos producidos se
evalud mediante cromatografla en capa fina utilizando como
solventes acetona y N- butanol; la media de leos porcentajes
de marcacidn obtenidos para cada formulacién con acetona fue
.de 96.09% *+ 1,03 y 97.23 %+ 0.45 para las formulaciones A vy
B, respectlivamente (Tabla 1).

Con - estos resultados se observa gque no hay diferencia
estadlsticamente significativa entre ambas formulaciones en
cuanto al porcentaie de marcacién, p<0.05 (Grafica.l). Con

el N-butanol, no se obtuvieron resultados de separacién.
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Para evaluar la distribucién biolégica se trabajé con
tres érganos distintos, tiroides, rifién y  hueso; los
porcentajes de captacién obtenidos se traﬁsformaron a arco
seno para minimizar el posible error al trabajar con
porcéntajes (Tabla 2). En la Tabla 3 se resumen los
porcentajes de captacién obtenidos al realizar las
diferentes combinaciones de 1las formulaclones hechas con
respecto a los érganos estudiados.

El analisis estadistico consistié en un andlisis
de varianza para un diseﬁo factorial 2 x 3 con bloques con
el cual se encontréd que existe diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de captaciéon de la tiroides
(érganc de intéres), con respecto a los otros dos érganos
estudiados, p<0.05 (Tabla 4’.

Debido a que se encontré esta diferencia se realizaron
- comparaciones miltiples por la prueba de Fisher con la cual
se demostréd que hay diferencia estadisticamente
- slgnificativa en los porcentajes de marcacién de tiroides
respecto a hueso y rilfién, p<0.05 (Tabla 5). Asl mi=mo en la
grafica 2 se pone de manifiesto gue hay dlferencia en los
porcentajes de captacidn de cada érgano dependiendo de la
formulacién empleada, ya gue se llevaron a cabo dJdiferentes
interacciones o combinaclones para comparar la capacldad de
éaptacién de.-cada drgano de acuerdo a 1la formulaciédn
empleéda con lo que se ‘demostrd que es la formulacién B la
que presenta un mayer porcentaje de c¢aptaclén por 1la

tiroides {(Tabla 6).
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TABLA 1
PUREZA RADIOQUIMICA UTILIZANDO ACETONA

DE LAS FORMULACIONES AY B

1
1

PRODUCCION gFORMULACION AiFORMULACION B

1
E
;
!
|
I
|

! } 97.80 9377
| e -
2 ! ¢z 10 97 240
3 | ¢ 57 98 £0
E L ez 97 £0
5 i 4380 9710
PRCHEDIC 26.09 #7238
DESV ST Loz .45
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GRAFICA 1

R d¢ marcacién

COMPARACION DE LA PUREZA RADIOQUIMICA DE LAS FORMULACIONRES AY B

100 i

99
98
g7
964

Fermulaciones
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' TABLA 3
PROMEDIO DE LOS PORCENTAJES DE CAPTACION OBTENIDOS
EN LAS DIFERENTES COMBINACIONES ESTUDIADAS

TIROIDES RINON HUESO
FORMULACION A 3831 35.56 31.52
FORMULACION B 44 45 27 25 3301




GRAFICA 2

DIAGRAMA DE INTERACCION FORMULACION-ORGANOS
45,00 v o

40,00 + ™~

\
35,00 1 ‘\\‘\

30,00 + N
\/

25 |OO -

% de captacién
e
s

20,00 +

TIRQIDES RINON HUESO

Organos

——®—— FORMULACION A —0O-—— FORMULACION B
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TABLA 4
ANALISIS DE VARIANZA DEL DISENO
FACTORIAL 2X3 CON BLOQUES

FUENTE SC 6L CHM F
Formulaciones (A) 0.74 ! 0.74 0.04
Organos (B) 1222.46 2 611.23 29.92%
AXB £42.76 2z 271.38 12.28%
Blogues 0.59 4 0.15 0.01
Error 1021.51 Sy 20.47
Total 273806 52

*p<0.0%




TABLA 5

COMPARACIONES MULTIPLES CON LA PRUEBA
DE FISHER (LSD) DE LOS ORGANOS ESTUDIADOS

ORGANOS DIFERENCIA LSD
Tiroides-Rinon Q gg* 2B
Tiroides-Hueso Q.12* 2.89 §
RifGn-Hueso 086 289

*5<0.05

R S SRS S
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TABLA 6
COMPARACIONES MULTIPLES CON LA PRUEBA
DE FISHER (LSD) DE LAS COMBINACIONES ESTUDIADAS

FORMULA/ORGANO DIFERENCIA LSD }

A/Tiroides-A/Rinon 2.76 409
A/Tiroides-A/Hueso 6 80* 409
A/Tiroides-B/Tiroides 65.12% 4.09
A/Tiroides-B/Rinén 11 06% i 409
A/Tiroides-B/Hueso S 20* 409
A/Rinén-A/Hueso - ! 404 ; 409
A/Rifon-B/Tiroides 8.89* | 409
A/Rif6Nn-B/RiNGN B 20* 409
A/Rindén-B/Hueso 255 4.09
A/Hueso-B/Tiroides 12395 4.0
A/Hueso-B/Rinon 426% 409
A/Hueso-B/Hueso 150 4.09
B/Tiroides-B/Rifton 17.19% 4049
B/Tiroides-B/Hueso 11 .449% 409
B/Rinén-B/Hueso 5.75% 409

*p<0.0%
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Cada una de las formulaciones propuestas incluyen 1los

mismos componentes varlando #nicamente en cantidad y ademas

la formulacién B incluye glucosa, cuya funcién
probablemente es facilitar el transporte a través de la
membrana.

Después del tiempo de incubacién recomendado (10 dlas},
no se encontréd crecimiento microbianc ni fhingico, con lo¢ gue
se demuestra gque las producciones se llevaron a cabe con
buenas praActicas de manufactura.

La pureza radiogqulmica de cada férmula fue determinada
por medio de cromatografla en capa fina usando acetona como
.solvente; como puede verse en la Tabla 1 los porcentajes
varlan muy poco entre si; asl mismo se observa en la grafica
1 que hay muy poca dispersién entre ambas formulaciones vy
como lo muestran las cajas de Tukey, en el caso de 1la
formulacién B hay menos dispersién de los datos en relaciédn
a 1a. formulacieén A; sin embargo esta diferencia no es
estadlsticamente significativa. Los resultados mencionados
anterlormente son aceptables ya que la 1literatura reporta
que para gue un radiofdrmaco pueda ser usado en
centellografla debe tener un porcentaje de marcacién igual o
'mayor al %0%, Con el N- butanol, no hubo'corrimiento después
de 45 minutos, probablemente porgue dicho. solvente estaba
contamlnado o© porgque se necesita mds tiempo para su
separaclién.

Los estudios de biodistribucieén en ratones realizados

e mitle S . -




para determinar la efectividad Ade cada formulaclien,
mostraron que 1la formulacién B, que incluye glucosa,
presenta un mayor porcentaje de captacidn en comparacién con
la formulacién A; segin se observa en la Tabla 3 éstos
resultados ponen de manlfieéto que la presencia de la
glucosa facilita el transporte del complejc formado a través
de la membrana.

Fn la grafica_ 2 puede verse que la formulacién B
presenta una mayor captacién a nivel tiroideo en relacidn a
la formulacién A, por 1o que existe una diferencia
estaditicamente significativa a este nivel, mientras gue a
‘nivel de hueso ambas formulaclones son captadas casi en 1la
misma proporcién por 1lo que no existe diferencia
estadlsticamente significativa, (p<0.05).

Debe mencionarse gque este complejo es excretado a nivel
renal a las dos horas post inyeccién por lo gue no es raro
encontrar los porcentajes referidos en la Tabla 3.

Con los resultados obtenidos es posible decir que
la formulacién B, es decir DMSA con glucosa, es la de
- eleccién para los fines de este estudio ya que é nivel de
Tiroides (dérgano de interes), con éste fArmaco se logra un
mayor porcentaje de captacién.

Asl mismo los porcentajes de captaciédn obtenidos para
ambas formulaclones a nivel de hueso indican que este
radiofadrmaco también podria utilizarse para centellografia
ésea para la radiolocalizacién de ciertos tumores, ya que al
existlr un porcentaje lgual o mayor al 10 % a este nivel las

imagenes cbtenidas son satisfactorias.
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X. CONCLUSIONES

Las condiciones de preparacién y liofilizacién son
reproducibles, ya gue no se encontré diferencia
estadlsticamente significativa entre las producciones

de ambas formulaciones.

Las producciones se realizaron bajo buenas practicas de
manufactura, ya gue los controles de calidad

microbiolégico fueron negativos.

El porcentaje de marcacién en ambas formulaciones fue
el recomendado en la llteratura, (maycer del 90%}; para
que un radicfarmaco sea administrado y lograr obtener

imadgenes satisfactorias en estudios centellograficos.

En los estudios de biodistribucién en ratones se
encontrd que el radiofdrmaco B presentéd mayor captacién
por la tiroides, érgano de intéres, que el radicofarmaco
A a las dos horas post admlinistracién de la dosis; en
ﬁueso,la captacién es semejante en amkbas formulaciones
y son exXcretadas a nivel renal en forma similar en el

tiempo mencionado.

Para estudios de localizacién de tumores de cuello el

radiofdrmaco B es el de eleccidn ya que presenta mayor
avidez por las células de la tirocides probablemente por
la pesencla de la glucosa en su formulacién 1la cual
facilita el transporte a través de 1la membrana del

tirocito.
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XI. RECOMENDACIONES

Se sugiere el uso de la formulacién B marcada con
**mT~(V) para la deteccidn centellogradfica de tumores
de cuello, ya que presentd una mayor captacién a nivel

de la célula tiroidea.

Se suglere ampliar el estudio de Liodistribucién en
ratones a diferentes tlempos a fin de determinar cudl
es el tlempo de mayor captacién tiroidea y menor
captacién a nivel éseo y renal para obtener mejores
imagenes centellograficas al administrar este

radiofArmaco en humanos.

Debido a que se encontraron porcentajes de captacién
mayores al 30% a nlvel éseo este radicfarmaco podria
utilizarse para la deteccién de determinado tipo de
tumores ©oéseos, ya que la literatura recomienda el uso
de radioférmacos a nivel 4seo siempre y cuando la
captacidn a este nivel sea mayor del 10% luego de dos
horas de adminlstrade, por lo que se recomlenda hacer

un estudio al respecto.
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ANEXO I

HOJA DE RESULTADOS

I. DATOS GEMERALES

- Ne, de repeticidn: Formulacidn:

- 11, FUREZA FADIORUIMICA

Y marcacibn

Fadifarmaco/formulaci&n acetona butanal

DMG—-o32mT - (V)
(Fayrmula A)

DMS-o3mT - (V)
(Fadrmula R

DMGA-2SmT ¢

ITI. RIGDISTRIBUCION

Fesa ratdn: No. de ratédn:

Actividad inyectada:

Hora de administracién: . Hora de sacrificio:
Organo Peso Actividad Actividad % Actividad
. dr gano ar. drganc gr.. fdrgano
TIROIDES
RIFON
HUESO
CEREBRO
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IV, CONTROL MICRORIOQLOGICO

TURBIDEZ

MEDIO DE
CULTIVO

T.85. (37°%Z>

TIOSLICOLATO
(37°1)

SAROURAUD
(253902
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TABLA 2

RESULTADOS DEL & DE ACTIYIDAD EN LOS ORGANQS ESTUDIADOS

Y SU RESPECTIVA TRANSFORMACION OBTENIDOS CON LA FORMULACION A

TIROIDES RINON HUESO
E-P_F:ODUCCION @ actividad! Arcoseno | $ activided! Arcoseno | % actividad| Arcosena
la 43.8 41.44 3059 3358 25.59 3038
ib 41.42 40.10 28.28 3213 30.28 3339
2a 50.31 4518 23.91 29.27 25.77 3051
2b 44 38 41.77 37.19 3757 18.42 25.42
3a 36.62 37.24 3150 3414 31.87 3437
3b 4353 4128 27.2¢9 31.49 29.17 3269
43 28.21 32.08 36.52 37.48 35.26 36.43
4b 3tz 33.91 41.44 40.10 27.44 31.59
Sa 36.39 37.10 42,97 40.96 20.63 27.01
| Sb 29.82 33.10 30,80 39.17 30.27 33.38
PROMEDIO 28.31 35.56 3152
DESY. ST. 4.33 3,99 334

RESULTADOS DEL Z DE ACTIYIDAD EN LOS ORGAN(S ESTUDIADOS

Y SU RESPECTIYA TRANSFORMACION OBTENIDOS CON LA FORMULACION B

TIROIDES RINON HUESO
PRODUCCION |2 actividad| Arcoseno | & actividad| Arcoseno | 2 actividad! Arcoseno
la 46.95 43.25 21.57 27.67 31.47 2412
ib 49.89 44,94 18.52 25.49 31.58 34.19
Za 33.75 35.52 36.61 37.23 29.64 32.98
2b 32.59 34.81 17.49 24.72 4962 4478
3a S51.8 46.07 20.71 27.07 29.46 32.87
3b 48.41 44.08 23.51 29.00 28.07 31.99
4a 60.79 51.23 - 1491 22.71 24.29 2953
4b 57.24 49.16 20.50 26.91 2225 28.14
oa o193 45.68 2218 28.09 26.63 31.07
Sb 58.23 49.74 16.12 23.67 25.66 30.43
PROMEDIO 44.45 27.26 33.01%
DESY. ST. 5.53 4.04 458
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