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Resumen

La Tomografia por Emision de Positrones ha experiat® un gran desarrollo en los
ultimos afos, convirtiendose en una técnica muyontapte para la investigacion
biomédica y el diagndstico en clinica de forma vidiializada y no invasiva para el
paciente. El desarrollo y disponibilidad de nuevadiofarmacos especificos para
determinadas patologias es unos de los princigmtarotores de la expansion de la

técnica PET en clinica, en este context3@h tiene un rol importante.

Los generadores de radionucleidos pueden proparciothe forma rutinaria
radionucleidos a demanda sin depender de un agefepaun reactor nuclear, como es
el caso def®Ga, el cual se puede obtener a través de un gemetad’Gef®Ga. La
presente tesis describe el desarrollo de un gemedad®Gef®Ga basado en nano-Sno
calcinado, el cual se evalué durante un periodd déo y 305 ciclos de elucién. El
rendimiento de elucién fue 90% cuando el generador era nuevo, decreciend@&lcon
tiempo y el uso de éste hasta llegaf0%, mientras que el contenidfiGe en el eluido
fue del orden de IW6 durante todo el estudio. El generador descritipgnciona
resultados satisfactorios, lo que permite utilzgobra el marcaje de moléculas de
interés en PET.

Ademas, se describe la implementacion de un métwatwual para la concentracion y
purificacién del’®Ga eluido de un generador ¥6&af°Ga, usando para ello una resina

de intercambio anidnico.

Se realizdé un estudio comparativo de cuantificaeidPET de los radiotrazadores 6seos
®Ga-EDTMP y°®*Ga-BPAMD empleando €1°Ga obtenido del generador prototipo
frente al*®-FNa en ratones sanos. BF-FNa mostré los mejores resultados seguido
del ®®Ga-EDTMP vy del®®Ga-BPAMD. Sin embarg§®Ga-EDTMP y ®®Ga-BPAMD
mostraron buenos resultados en las imagenes 0sehante PET. Por lo tanto, son una

alternativa para su uso en laboratorios PET siasaca un ciclotrén.
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Por otro lado, se evaluo el uso directo del eldielogenerador, sin necesidad de realizar
un proceso de purificacién y concentracién, marograta ello cofi?Ga un analogo de
la hormona estimulante de melanocitos conjugado BQ@TA, DOTA-NAPamida.
Adicionalmente, se evalud la posible aplicacionedt radioligando en el diagndstico
de tumores primarios de melanomas en un modeloatin rmediante PET. Los
resultados obtenidos permitieron visualizar, carézar y cuantificar este tipo de

tumores.

Finalmente, se evaluaron diferentes analogos sentostatina (DOTA-NOC, DOTA-
TOC y DOTA-TATE), marcados cori®Ga obtenido del generador prototipo y
empleando el método de concentracion y purificadésarrollado anteriormente. Estos
radiopéptidos se utilizaron para obtener imagendsT Rle feocromocitoma,
meningiomas y de tumor pulmonar de origen neuroatm empleando para ello
modelos animales experimentales. Los resultadodranos el enorme potencial de

estos péptidos y su posible impacto en clinica.

Abstract

Positron Emission Tomography (PET) has experiermueelerated development in the
last years and has become an established methddofoedical research and clinical
routine diagnostics on patient individualized baBsvelopment and availability of new
specific radiopharmaceuticals for particular digsais one of the driving forces of the

expansion of clinical PET. In this conté¥Ga has an important role.

Radionuclide generators system can routinely pevadlionuclides on demand without
on-site availability of an accelerator or a nuclesactor, such a¥Ga, which can be
obtainable via®®Gef®Ga generator. This thesis described the developroéna
radionuclide generator based on calcined nano;Si@& generator was evaluated over
a period of 1 year and 305 elution cycles. Elugaid was> 90% when the generator
is new and this value decreased with time and tiggm> 70%, the®®Ge content in the

eluate was not exceed of 4 throughout the investigation period.

e
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The generator described provides satisfactory tesallowing use it for labelling
molecules of interest in PET imaging.

Furthermore, this thesis described a manual sydiased on an anion exchange-
cartridge for concentration and purification f86a obtained of 8Gaf®Ga generator

eluate.

The ®®Ga obtained by prototype generator was used fosnaparative quantification
PET image study witfi’Ga-EDTMP,%*Ga-BPAMD and'®-FNa in healthy micé&F-
FNa has shown better results tHiGa-EDTMP and®®Ga-BPAMD. However®®Ga-
EDTMP and®®Ga-BPAMD showed good bone PET images results. Torerethey are

an alternative for use in PET centers without cyolw.

The eluate of generator developed was tested Wirdgbt is, without performing a
process of purification and concentration. For fiuspose an analogue of melanocyte-
stimulating hormone conjugated to DOTA and labelétth °*Ga was assessed by PET
for the diagnosis of primary tumors presumed metzam®in a mouse model. The results
allowed us to visualize, characterize and quarntigse tumors.

Finally, somatostatin DOTA-analogues (DOTA-NOC, DOTOC y DOTA-TATE)
were evaluated, which were radiolabeling wittsa produced by prototype generator
and subjected to a process of purification and eotmation as has been described
above. These ®®Ga-DOTA-peptides were used to obtain PET image of
pheochromocytoma, meningioma and lung neuroendsctiimor in experimental
animal models using a microPET/CT scanner. Thelteesshowed the enormous
potential of these peptides and their possiblecimpact.
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A: actividad
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Aexp actividad experimental

As: actividad final

At actividad teorica

Ayp: actividad teorica elucion anterior

ADN: acido desoxirribonucleico

AQB: agente quelante bifuncional

BET: método que debe su nombre a Brunauer-EmmédrTe
BHJ: método que debe su nombre a Barrer-Halengagioi
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DOTATATE: DOTA-Tyr3-octreotato

DOTANOC: DOTA-Nal3-octreétido

DOTATOC: DOTA-Tyr3-octreétido
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DPD: acido 3,3-difosfono-1,2-propanodicarboxilico
DTPA: &cido dietilentriaminopentaacético

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EDTMP: acido etilendiaminotetra (metilen fosfénico)
Emax €nergia maxima

eV: electronvoltio

FDG o 18F-FDG: 18F-fluorodesoxiglucosa

g: gramo

GMPs: normas de correcta fabricacion

Gy: gray

h: hora

Hap: hidroxiapatita

HDP: acido hidroxietiliden-difosfénico

HEPES: acido 4-(2-hidroxietil) piperazina-1-etarif@ico
HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A
HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

IC: conversion interna

ICP-AES: espectroscopia de emision en plasma ddangento inductivo
IUPAC: Union Internacional de Quimica Pura y Aptlaa
iv: intravenosa

Kd: coeficientes de distribucion

L: litro
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PRN: pureza radionucleidica
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tr: tiempo de retencion
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 El nlcleo atémico

El ndcleo atomico esta formado por dos tipos ddqdas llamadas protones, con carga
eléctrica positiva, y neutrones, sin carga eléatrgque se mantienen unidas debido a
unas fuerzas de atraccién muy intensas y de muy edcance que son capaces de
vencer la repulsion eléctrica entre las cargastipasi de los protones, denominadas
fuerzas de interaccion fuerte. Los protones y ls#tnones reciben el nombre genérico
de nucleones, por ser ambos los constituyenteed@dcleos atémicos. En torno al

ndcleo se encuentran los electrones, particulasaaa eléctrica negativa, mucho mas
ligeras que los protones y neutrones del nucleon@aa del protén o del neutrén son

muy parecidas y aproximadamente 1840 veces la dehshectron).

« Diametro del nicleo: 16 cm

« Diametro del &tomo: 1Hcm

« Masa del ntcleo: 18 g
Densidad del Nucleo: 1bg/cnt

El nimero de protones y neutrones que constitugedeterminado nudcleo se denomina
namero masico de ese nucleo y se representa p&l Aumero de neutrones que
existen en un nucleo se representa por N, miemguasel nimero de protones se

representa por Z, denominado numero atémico. P@anto:

A=Z+N
[1]

A los diferentes nucleos atémicos que existen erataraleza o que pueden producirse

artificialmente se les llama, en general, nucleigles les designa mediante el simbolo
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Siendo X el simbolo del elemento quimico corresporid vy A y Z el namero
masico y elnimero atémico, respectivamente. Todos los atauesposeen el mismo
namero de protones en su nucleo tienen el mismoerairatomico y pertenecen al
mismo elemento. Estos nucleidos (de igual Z), pétinto nimero de neutrones, y por
tanto distinto A, reciben el nombre de isotoposealeinento en cuestion. Los atomos a
gue dan lugar los isétopos de un mismo elementegpodistintas propiedades fisicas,
pero, las mismas propiedades quimicas, ya que &8tasdependen del niumero de

electrones en la corteza.

1.2 Radiacion electromagnética

A partir de las investigaciones de Maxwell en 18 ttasta comienzos del siglo XX, se
acepta generalmente que la luz es el resultadoadprdpagacion de una onda
electromagnética. Es decir, de campos eléctrico agn#tico oscilantes que se
propagan a través del espacio. La velocidad deageampon en el vacio de tales
ondas,c, resulta ser una constante fundamental, cuyo \edaproximadamente 3 x
10° m/s (Figura 1) (CIEMAT, 2014).

PN

Figura 1. Naturaleza ondulatoria de la radiacion (CIEMAT12)

El caracter ondulatorio de la radiacién electrongdiga es necesario para explicar una
serie de fendmenos, tales como difraccion, intenfgin, refraccion y polarizacion. Sin

embargo, la descripcion puramente ondulatoriajteedel todo insuficiente para explicar

5
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los fenébmenos de interaccién de la radiacibn coméderia, tales como el efecto
fotoeléctrico, y en general todos los procesos lraion y emision de energia de

atomos o nucleos.

Tales fendmenos fueron correctamente interpretado®lanck y Einstein a principios
del siglo XX. Para ello, hubo de admitirse que damlas electromagnéticas estan
constituidas por minusculos paquetes de energimatios cuantos de radiaciéon o
fotones. El fotdn puede ser considerado como uriecpk de masa nula en reposo y con
una energia dada. La intensidad de emision deliacian electromagnética es el niumero
de fotones por unidad de superficie.

La representacion de la radiacion electromagnét@ao onda o como corpusculo,
constituye dos aspectos complementarios de unaamestidad, que se manifiesta en una
u otra forma segun el tipo de fendmenos que sddaes. La luz se comporta como si
fuera una onda en fendbmenos de refraccion, difsacanterferencia, etc. En cambio en
procesos de intercambio de energia con atomos easjcactia como si fuera un

corpusculo.

Estudiando esta naturaleza dual, Luis de Broglguymso en 1924, que esta propiedad
era extensible a la totalidad de la materia. Desialiu con esta hipotesis, hoy bien
comprobada experimentalmente, todas las partialggen exhibir comportamiento

ondulatorio en condiciones adecuadas. Las ondagrateagnéticas conocidas se
extienden sobre una amplia gama de longitudes da,ajue comprenden desde las
ondas radioeléctricas mas largas, del orden desrdéekilometros hasta la radiacion

gamma mas corta, que se extiende hasta el femmmetr

En la Figura 2 (CIEMAT, 2014) puede observarsegpemplo que la luz visible cubre

una porcién sumamente reducida del espectro eteatgoético, que se extiende desde
los 780 nm para la luz roja, hasta los 380 nm wééta. Los limites de separacion entre
las distintas zonas, no presentan valori¢islos y existe siempre un cierto margen de

solapamiento.
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Figura 2. Espectro de ondas electromagnéticas (CIEMAT, 2014)

1.3 Radioactividad, radiaciones ionizantes y su iataccion con la

materia

La radioactividad puede definirse como el fendmemediante el cual los nucleos
inestables liberan energia por medio de la emssfpontanea de particulas, radiaciones,
o de ambas a la vez, para alcanzar de esta formstahilidad. La radioactividad puede
ser natural, descubierta por H. Becquerel (189@ddda sustancia ya la posee en su
estado natural o artificial, descubierta por el rmainio Curie (1898) donde la

radioactividad ha sido inducida por irradiacion.

Todas aquellas particulas (electrones, neutron@®nes, particulas alfa, particulas beta,
etc.) y radiacion electromagnética de energia suparl00 eV (Rayos X y radiacion

gamma) que tienen la propiedad de producir ionimaen los atomos constituyentes de
la materia, se denominan radiaciones ionizantesiedgn interaccionar de diferentes

formas con esta.
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1.3.1 Principales tipos de desintegracion

De acuerdo con la naturaleza de la radiacion emiégisten tres tipos fundamentales de
procesos radiactivos: radiactividad alfa, radiaddd beta y radiactividad gamma
(Figura 3) (CIEMAT, 2014).

@) & Particula Alfa
@)

@) o Particula Beta

Rayo Gamma

@)

e

Figura 3. Principales tipos de desintegracion radiactivie(@AT, 2014).

1.3.1.1 Desintegracion alfao)

Las particulas alfa son particulas iguales a lodensicde helio, formadas por dos
protones y dos neutrones fuertemente ligados.a8& wor tanto, de particulas pesadas
cargadas doblemente con carga positiva. Cuandaicleanemite una particula alfa, su

Z disminuye en dos unidades ydfsminuye en cuatro unidades.
X > 5V + «a

La mayoria de los radionucleidos que emiten pdascalfa son nlcleos pesados, con A

mayor de 140 y el fendmeno es consecuencia d@udsi@n eléctrica entre los protones
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del nucleo atémico. El espectro energético dedasqulaso es un espectro discreto; es
decir, las particulas se emiten con una energiei@ias determinadas, caracteristicas del

radionucleido considerado.

1.3.1.2 Desintegracion betaf]

La desintegracion beta puede ser de dos tiposedatggracionf{) o emision de un
electron y la desintegracion’j o emisiébn de un positron. Los nicleos que
experimentan este tipo de desintegracion alteraf paro no su A, de forma que los

ndcleos residuales son isébaros del originario.

La desintegraciofi” es el resultado de la desintegracion de un neatedmucleo que

se transforma en un protén dando lugar a la emadmn electrén y un antineutrino.
nopt+e +v

Se da principalmente en ndcleos que poseen un puex@esivo de neutrones. El
nacleo inicial se transforma entonces en otro mia@®mico diferente que tiene el

mismo namero masico que el originario pero su ndragymico es una unidad mayor.

El espectro energético de los electrones emitidwsup determinado radionucleido
emisor 3 es un espectro continuo; es decir, los electr@amgidos presentan una
distribucion continua de energias, abarcando demaehasta una energia maxima,E

que es caracteristica del nacleo en particular.

La desintegracionB” consisteen la emision de positrones por los nicleos atésnigb

positron es la antiparticula del electron: tieremisma masa pero su carga eléctrica es
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positiva. La desintegraciop’ es el resultado de la transformacion de un progin

nacleo en un neutrén, con la emisién de un positrdmneutrino.
+ +

El nucleo residual tendra el mismo nimero masio® guoriginario pero su namero

atomico se vera reducido en una unidad.

A A +
X~ LY tetV

1.3.1.3 Captura electrénica (CE)

En este proceso, el nicleo captura un electramsfstenando un protdn del nidcleo en un
neutrén y un neutrino. El nucleo residual tienengdmo nuamero de nucleones que el
originario, pero su numero atomico disminuye en wmédad. El proceso queda

representado por:
A _ A
;X te - z4Y tV

El resultado final durante la CE es similar §laya que A se mantiene constante y Z
disminuye en una unidad. El nacleo generado durestie proceso suele encontrarse

excitado emitiendo fotones gamma de diferentesgéaepara alcanzar su estabilidad.

1.3.1.4 Desintegracion gammayy

La emision de rayos gamma es un proceso medianteaklun nucleo que se encuentra
en un estado excitado pasa a un estado de menagiszemeediante la emision de
radiacion electromagnética. Esta emision ocurre taoto en nudcleos excitados y

representa para el nucleo un medio para desprendersu energia de excitacion. Por

@
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ejemplo, suele ocurrir en los nucleos que acabaexgerimentar una desintegracion
alfa o beta, ya que probablemente queden en udoestecitado y se desexcitaran

emitiendo un foton. Este proceso se representa por:
A A
72" - 72X+ Y
Donde, * representa el nucleo en un estado excitado

A los isotopos emisores de positrones se les puedsiderar en la practica como
emisores de radiacion gamma ya que por ser logrgoss particulas inestables,
interaccionan con electrones del medio, teniendgarlda aniquilacibn de ambas
particulas y convirtiéendose la masa en energiaangsila formaciéon de dos fotones

gamma de 0,511 MeV de energia cada uno.

1.3.1.5 Conversion interna (Cl)

Otro de los medios que dispone el nucleo exciteata plesprenderse del exceso de
energia, consiste en transferirsela a un electodtical el cual es desprendido del
atomo. Este proceso es conocido como conversiémat(Cl). Este proceso deja una
vacante en una capa cercana al nucleo, que sgradscpor un electrén procedente de
una capa mas externa, el cual dejara otra vagapiéendose el proceso de nuevo y asi
sucesivamente hasta quedar todos los huecos oaupya@b atomo ionizado. Este
proceso estd acompafiado por la emision de rayosrcteristicos del atomo en
cuestion como consecuencia de todas estas traresagbectronicas.

1.3.1.6 Transicion isomérica (TI)

En la desintegracion gamma, un nucleo excitadoeemnit foton. Generalmente la
emisiéon del fotdbn ocurre en un lapso de tiempo npequefio (del orden
de picosegundos) pero so6lo en algunos casos ladenss retrasa. Este proceso se
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conoce como transicion isomérica (TIl) y ocurre gunefios nucleos que poseen la
caracteristica de estar excitados durante un tietnpatificable, son los denominados
atomos metaestables. El cambio del estado metéesiadstable estd acompanado por
la emision de energias en forma de radiacion gankist propiedad del ndcleo se
distingue en el simbolo del radionucleido agregadadetra “m” a continuacién de su
nimero masico, un ejemplo de esto lo constituy& gk.

Al igual que en la desintegracigny en la CI, en este proceso no hay cambio en el

namero Z ni A 'y a aquellos nucleos que la presesgdiaman isdmeros nucleares.

1.3.2 Interaccion de particulas cargadas con la matia

Cuando una particula cargada penetra en la magxp&rimenta la accion de fuerzas
electrostaticas de nucleos y sobre todo, de elextrolo que supone una accion
paulatina de frenado que concluye con la detend®ra particula. Las particulas
cargadas pierden su energia al interaccionar caonalaria a través de tres tipos de

interacciones, fundamentalmente:

1.3.2.1 Colisién elastica

La particula choca con los atomos del medio dedess de su trayectoria y cediendo
una cierta cantidad de energia en forma de enemgtica. No se produce alteracion

atdmica ni nuclear en el medio.

1.3.2.2 Colisién inelastica

La particula choca con los &tomos del medio mafilo la estructura electronica de
los mismos produciendo excitaciones: movimientelgetrones a niveles energéticos

menos ligados o ionizaciones arrancando electrdelestomo.
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Si la transferencia de energia de la particulaack gl electron atomico del medio
material que atraviesa es suficiente, es decirersupa la energia de ionizacion del
electron en el atomo al que pertenece, el eleafiandona el atomo y éste queda
ionizado. Se crea asi un par de iones: un ioniposibnstituido por el atomo ionizado
y un ion negativo constituido por el electrén espdlo. Este tipo de ionizacion,
originado por la transferencia de energia de |diquéa cargada incidente a los

electrones atémicos, recibe el nombre de ionizagitmaria.

Si estos electrones disponen de energia suficieata, a su vez, producir nuevas
ionizaciones en otros atomos, liberando nuevostrelees, tiene lugar la ionizacion
secundaria. Ambas ionizaciones contribuyen a l&amdn total. La ionizacion es la

interaccion fundamental de las particulas alfalaanateria.

Cuando en la colision de la particula incidente womlectron atomico, se transfiere una
cantidad de energia menor que la energia de iadizaorrespondiente, el electrén no
puede ser arrancado del atomo al que perteneaesppuede pasar a ocupar un nivel
superior de energia. El efecto producido entonsasa excitacion. El atomo excitado
volvera inmediatamente a su estado fundamental amiedila emision de radiacion

electromagnética.

1.3.2.3 Colisién radiativa

La particula cargada se frena o se desvia enena@sion con los atomos del medio v,
como resultado, emite ondas electromagnéticas €enaitiacion, de ahi el nombre de
colision radiativa) sin modificar la estructura déomo. Este proceso, a nivel
elemental se produce con mayor probabilidad eprdasimidades del nucleo atémico
como consecuencia de pequefias desviaciones deitallgaincidente. Es la radiacion de

frenado y recibe el nombre de bremsstrahlung.
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El predominio de uno u otro mecanismo de interacdilas particulas cargadas con la
materia, depende de la naturaleza y energia darficyda incidente y de la naturaleza

del medio natural atravesado.

La radiacién de frenado o bremsstrahlung resultadeemucha menor importancia,

practicamente despreciable, para particulas casga&ddones pesados (protones,
deuterones, particulas alfa), en cambio es muclsimm@ortante para los electrones, ya
gue tienen muy poca masa Yy la radiacion de freeadinportante, en especial si el
medio material tiene Z elevado. De esta manerandnbo de rayos X, se produce este
tipo de radiacion, haciendo incidir un haz de etewts en un blanco, generalmente de

wolframio, en el que previamente se ha hecho ébvac

1.3.3 Interacciéon de fotones con la materia

La radiacion X y gamma son radiaciones electromtagagecuya interaccion directa con
la materia da lugar a la liberacion de electronas geran los que produciran
fundamentalmente excitacion e ionizacion de lomaty moléculas de la misma. Son

por tanto radiaciones indirectamente ionizantes.

La interaccion directa tiene lugar a través de radgde los tres procesos que se

describen a continuacion.

1.3.3.1 Efecto Fotoeléctrico

El fotén es completamente absorbido y toda su énéansferida a un electrén, el cual
escapa del atomo al que estaba ligado con unaiangrgtica igual a la diferencia
entre la energia del foton incidente y la de ligadal a&tomo. Se puede interpretar como
una transferencia total de la energia del fotom &lactron ligado en un atomo. Este
efecto predomina en los electrones de las capasintefisas del atomo, con el niumero
atémico y con energias de los fotones bajas. Colmétoeno residual queda con un

@
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electron menos, se producira emision de radiaciéctremagnética caracteristica al
ocupar dicha vacante otro electron del mismo at@itoado en un nivel energético
superior (Figura 4) (CIEMAT, 2014).

Figura 4. Esquema simplificado: efecto fotoeléctrico (CIEMAD14).

1.3.3.2 Efecto Compton

El foton so6lo cede al electréon con el que inte@t&i una parte de su energia,
convirtiéndose en otro foton de menor energia yidedose de la trayectoria inicial. La
energia cedida al electron varia dependiendo dgil@rle dispersion del foton saliente
respecto a la direccion inicial. Este efecto pradaran los electrones poco ligados (capas
mas externas del atomo) y con energias de losfotordio-altas (0,5-10 MeV) y disminuye

con el nimero atdémico del &tomo blanco (FigureC3EMAT, 2014).

°

Figura 5. Esquema simplificado: efecto compton (CIEMAT, 2014
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1.3.3.3 Creacién de pares

El fotobn gamma al acercarse a un ndcleo atémicarasesforma materializdndose
en un electrén y un positron. Puesto que se tratairg conversion de energia en
materia y la suma de las masas del electron yrposgiquivale a una energia de 1,02
MeV, ésta tendra que ser la energia minima dehfotdidente para que pueda tener

lugar la creacion de pares.

Al incidir un haz de fotones sobre la materia, tababilidad de que se produzca un
efecto u otro depende de la energia de los fotgroks la naturaleza de la sustancia
atravesada. El efecto fotoeléctrico es el mas itapte para la absorcion de fotones de
baja energia. El efecto Compton es el proceso palece en la absorcion de fotones
X o gamma de energia intermedia. A partir de urorvatinimo de 1,02 MeV, la

produccion de pares aumenta con la energia defosels incidentes y es el proceso

gue predomina a energias altas.

Figura 6. Esquema simplificado: creacion de pares (CIEMATLA.
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En la absorcion de la radiacion electromagnéties, ¢ontribuciones del efecto
fotoeléctrico y del de creacidon de pares aumentésbiemente con el nUmero atémico
del elemento que constituye la materia absorbé&ateontribucion del efecto Compton

depende en menor grado de dicho numero atomico.

El paso de la radiacion electromagnética a traeek dnateria se caracteriza por una
ley de atenuacion exponencial. Esto es asi pomgleeiateraccion de un haz de fotones
con la materia que atraviesan, estos son elimindeldsaz a titulo individual, mediante

los procesos descritos anteriormente (Figura @& NAT, 2014).

1.4 Leyes de la desintegracion radiactiva

La actividad de un elemento radiactivo es el nundaransformaciones nucleares
espontaneas que se producen en una cantidad dadiomucleido en la unidad de
tiempo. La unidad del sistema internacional eseddgBerelio (Bq) que corresponde a
una desintegracion/segundo. Asimismo, existe atrdad especial de actividad que es
el Curio (Ci), que equivale a 3,7 x Y0desintegraciones/segundo. Por lo tanto, la
actividad presente en la unidad de masa de unmacl®mdo se denomina actividad
especifica y suele expresarse en Bg/g, mientrasacaetividad por unidad de volumen

se denomina concentracion especifica y sus unidaateBg/L (Stein, 1973).

La velocidad con que un determinado is6topo ragimse transforma en otro nucleido se
expresa por la fraccion de atomos que se desimiegoa segundo mediante la
constante de desintegracion radiactivacaracteristica de cada radionucleido. Dicha
constante representa la probabilidad de que umndietzdo nucleo se desintegre en la
unidad de tiempo subsiguiente a un instante inanibitrario. Es la misma para todos
los nucleos de una misma especie y es independierits factores externos al nucleo,

tanto fisicos como quimicos.
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El nimero de atomos de un determinado radionuclp@sentes en una masa de
sustancia radiactiva ird disminuyendo continuameote el transcurso del tiempo y
con mayor o menor rapidez, segun sea mayor o nmanealor de su constante de
desintegracion. Al cabo de un cierto intervalo menpo, el nimero de atomos del
radionucleido en cuestion se habra reducido a fadmA dicho intervalo de tiempo se

le llama periodo de semidesintegracion y se reptas®r T, 0 por T.

Existe una relacion sencilla entre la constante ddsintegraciéni (constante

caracteristica de cada radionucleido) y el peribelsemidesintegracion 1.

_ In2
Tl/2 = T

[2]

Por tanto, cuanto mayor sea mas rapidamente se desintegrara el radionucheido

menor sera su periodo.

La actividad de una cantidad determinada de unomadieido, es directamente

proporcional al nimero de atomos radiactivo N & ednstante de desintegracion

A= AxN
[3]

La desintegracion radiactiva obedece a una ley eedimiento exponencial, es
considerado como un proceso de naturaleza estadigtiqueda expresado por la

formula:

N = N, x e

[4]

SiendoNp el nimero de atomos radiactivos iniciales, N el etorde atomos presentes

al cabo de un tiempo tlyla constante de desintegracion radiactiva.
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Si expresamos el tiempo en periodos de semidesciég, la representacion gréafica de

la disminucion con el tiempo de la cantidad presedé un isétopo radiactivo,

correspondiente a esta expresion matematica, gsidase muestra en la (Figura 7)
(CIEMAT, 2014).

Numero relativo de atomos (N/N;)

0 T 27 3T 4T 5T 6T
Tiempo (en periodos)

Figura 7. Decaimiento de una fuente radiactiva en funciésudeperiodos de semidesintegracion
(CIEMAT, 2014).

1.4.1 Desintegracion de mezclas radiactivas

Cuando se tiene una mezcla de dos o mas radiodoslgi se desea calcular la

desintegracion de la misma, hay que consideracasss.

1.4.1.1 Radionucleidos sin relacion genética

Cuando ninguno de los radionucleidos de la mezcfaaduce como consecuencia de la

desintegracion de otro, la actividad total A seyaal a la suma de cada una de las

actividades de los respectivos componentes, ek deci

A= Al + AZ + ... AN = AlNl + AZNZ + ... ATLNTL
(5]
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1.4.1.2 Radionucleidos con relacién genética

Hay ocasiones en que al desintegrarse un radiadacée forma un nuevo nucleido
radiactivo que, a su vez, puede desintegrarseforaméndose en otro radionucleido o
en un nucleido estable. En el primero de los caslade dos radionucleidos, a los que
comunmente se les llama radionucleido padre y nadieido hijo, la desintegracion del

radionucleido padre viene dada por la siguienta&@on:

A= A, x e ™

[6]

La actividad del radionucleido hijo depende, porlado, de la desintegracién del
radionucleido padre y, por otra parte, se desiategyn su propia constante de
desintegracion,.

dN,

7 = LNy — 43N,

[7]
Siendo N y N> el nimero de atomos del radionucleido padre erbgpectivamente.
El nimero de atomos del radionucleido hijo al cdbain tiempo t es:

A _ _ _
NZ(t) = ]\[1(0)&2_)':L (e At _ e lzt)_l_ NZ(O)e Azt

[8]

Como en el momento t = 0 no existen atomos deloradieido hijo, la ecuacién

anterior puede simplificarse quedando:

M
N — N —Alt — —Azt
2(t) 1(0) —(/12 1) (e e )

[9]
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Y la actividad del radionucleido hijo vendra dada |a ecuacion:

Ay = A L(e
2O O -y

Cuando el periodo de semidesintegracion del radlerdo padre es mayor que el del

hijo (T,> T,), pero ambos, aproximadamente, del mismo ordenaimitud, al sek; <
t
A2, para un t suficientemente largo, el sumaad® "“decrece mas rapidamente que el

_t L e -
e 1™y por lo tanto la ecuacién puede simplificarsealsiguiente forma:

T1 e —%lnz
T, =T,
[11]

Az(t) = A1(0)

El sistema alcanza un estado de equilibrio en ellguactividad del radionucleido hijo

es:

ST -T,
[12]

A, Ay

Como T, > T, la actividad del radionucleido hijo decae con elriqu de
semidesintegracion del padre. A este tipo de dyidlise le denomina equilibrio

radioquimico transitorio.

Si el periodo de semidesintegracion del radiondol@adre es mucho mayor que el del
radionucleido hijo (T>> T,) puede despreciarse ffente a Ty, asimismo, T frente a

t, quedando simplificada en la forma:

t
Aoy = Ay (1— e7T™)
[13]
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De donde se deduce que la actividad del radiordeclgjo solamente depende dgYr
como Typ = Iny/A (ecuacidon 2, capitulo 1, apartado 1.4.1.2, pa8@ela ecuacion

anterior también puede expresarse de la siguienteat

Ayry = Ar(1—e™™f)

[14]

Al cabo de un tiempo t suficientemente largo, lavatad del radionucleido hijo es
igual a la actividad del radionucleido padre. Aeepo de equilibrio se le llama

equilibrio radioquimico secular.

[15]

Finalmente en el caso de que el periodo de semiggsacion del radionucleido padre
es menor que el del hijo, no se alcanza un estadeqgdilibrio, ya que la relacion de
actividades del radionucleido hijo y el radionudtepadre aumenta constantemente en

funcién del tiempo.

1.5 Radiofarmacia

La radiofarmacia es la especialidad sanitaria gied& los aspectos farmacéuticos,
guimicos, bioquimicos, biolégicos vy fisicos de lasliofarmacos, asi mismo, aplica
dichos conocimientos a los procesos de disefio,upoi@h, preparacién, control de
calidad y dispensacion de los radiofarmacos tamtsuevertiente asistencial clinica para
diagnéstico y terapia en medicina nuclear como entras experimentales de
investigacion. Los radiofarmacos se pueden clasifn funcion de su aplicacion, que
depende del tipo de radionucleido utilizado, eniofddmacos para diagndstico y

radiofarmacos para terapia (Qaim, 2001a).
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1.5.1 Radiofarmacos para diagndéstico

Los radiofarmacos con fines diagndsticos no tianieguna accién farmaco-terapéutica,
ni efectos secundarios, ni reacciones adversaggractian como trazadores fijandose
en un tejido, érgano o sistema determinado, pexndt obtener imagenes de forma no
invasiva mediante el uso de técnicas de imagentackewo la tomografia
computarizada de emision de foton unico (SPECT)mografia por emision de
positrones (PET) y permitiendo la valoracion debgeso estudiado cualitativa y/o
cuantitativamente. Estas imagenes no son Unicament®ldgicas, sino funcionales y
morfo-funcionales e incluso moleculares, proporaio el estudio de procesos
bioquimicos, el diagnéstico precoz en patologiasa®s cardiologia, oncologia,
neurologia, asi como en infecciones y nefrologias Icriterios para el uso de

radionucleidos para fines diagndésticos se detalleontinuacion.

* Ausencia de emision de particulas.

Dado que el objetivo principal del uso de un raglimfaco para diagndstico es permitir
estudiar y cuantificar su biodistribucién de fornminvasiva, la radiacion emitida debe
ser capaz de pasar a través de los tejidos depdsita minima cantidad posible de
energia dentro del propio tejido, disminuyendo d& dorma la dosis recibida al
paciente. Por lo tanto, es deseable que el radeidocque se utiliza para fines
diagnésticos, solamente emita radiaciygnPor consiguiente, el radionucleido debe
decaer por captura electrénica o por transiciomé@a sin ningun proceso de
conversién interna, el cual produciria fotonesal@s X, siendo la mayoria absorbidos
por el paciente y no contribuirian a la formaci@nla imagen. Ademas, es conveniente
gue solo emita un fotom permitiendo de esta forma obtener imagenes torfiogsa
tridimensionales, por ejemplo mediante SPECT. Ladionucleidos emisores de
particulas, tales comoy p~ no son adecuados debido a su corto rango de peidetry
alta transferencia lineal de energia (LET), esrdicigran cantidad de energia que
depositan estas particulas cuando interaccionaracaomateria, ya que pueden quedar

parcial o totalmente absorbidas en los tejidos yimthdo una alta dosis al paciente sin
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ayuda diagnostica. Sin embargo, existen excepcioc@®io el caso de los
radionucleidos emisores de particulp§ los cuales pueden ser utilizados para
aplicaciones diagnésticas debido a que la aniqaiadel positréon con un electrén del
medio conduce a la emision de dos fotones gammaicarenergia de 511 keV, estos
dos fotones resultantes pueden utilizarse paraebtea imagen mediante PET, siendo
esta técnica mas sensible que el SPECT.

* Adecuada emision de energia.

La energia de emision de los fotones gamma delae estun rango Optimo para la
formacion de imagenes para diagnéstico. Las gammaed o los SPECT, utilizan
detectores basados en cristales de centelleo,osleadmas comunes Nal(Tl), para la
deteccidn de los fotones gamma y la posterior fordmade imagenes como se detalla
en el siguiente apartado, siendo los fotones gaderenergias comprendidas entre 80-
300 keV los mas adecuados para su uso en talgsosqliotones gamma con energia
por debajo de 80 keV pueden ser atenuados porogigptejido y por lo tanto no
obtenerse imagenes (Saha, 2000). Por otro ladmdstgamma de mas de 300 keV de
energia no pueden ser adecuadamente colimadosly tarto, la imagen obtenida es
de baja resolucion (Saha, 2000). Sin embargo, én PE dos fotones gamma de 511
keV provenientes de la reaccidon de aniquilacion detectados en coincidencia,
utilizando detectores apropiados, como pueden semanato de bismuto (BGO),

pudiendo obtenerse de esta forma la imagen.

e Adecuado periodo de semidesintegracion.

Es necesario usar radionucleidos con yn Juficiente para poder obtener imagenes
durante el estudio y que a su vez, se desintegmatorapidamente posible para evitar
dosis innecesaria al paciente. Por otro ladoggeb&be ser adecuado para que se pueda
sintetizar el radiofarmaco, realizar su correspemnid control de calidad y el transporte

Si es necesario.
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Aparte del T, también hay que tener en cuenta la vida medidddea del
radiofarmaco, la cual tiene una relacion directa sa tiempo de residencia en el

cuerpo, y esto depende de la naturaleza de lagonopliécula utilizada.

» Facilidad de produccién del radionucleido.

El radionucleido debe estar facilmente disponibyendimiento de produccién debe

ser rentable.

» Alta actividad especifica y pureza.

El radiofarmaco debe ser producido con una altevidatl especifica y alta pureza
guimica, radioquimica y radionucleidica. La altdividdad especifica indica que la
actividad deseada del radiofarmaco puede ser igedet con la minima cantidad de
molécula precursora. La alta pureza radionucleidetaadiofarmaco reduce la dosis no
deseada al paciente por posibles impurezas, msequa la alta pureza quimica y
radioquimica asegura su idoneidad para el marajdivkrsas moléculas durante la
preparacion de radiofarmacos.

e Quimica del radionucleido.

El radionucleido debe poseer una quimica versatih poder ser obtenido en varias
formas quimicas permitiendo de esta forma el mamajdiversas moléculas de interés.
En el caso de radionucleidos procedentes de elesyemttalicos, es necesario que la
guimica de coordinacion frente a agentes quelaotese complejos suficientemente

estables para la preparacién de una amplia varigelagdiofarmacos.
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Basandose en las diferentes modalidades de formagimagenes para las que se
utilizan radionucleidos de diagnéstico, se puedasificar en dos tipos: radionucleidos
gue se emplean para obtener imagenes mediante SPRESI que se utilizan para

obtener imagenes mediante PET (Qaim, 2001a).

1.5.1.1 Tomografia por emision de foton unico

Una gammacamara o camara de centelleo, tambiéademamara Anger en honor a
Hal Anger O., quien desarrollé la gammacamara aldsnde 1950, es una técnica de
diagnostico por imagen ampliamente utilizada en ioreal nuclear. Se basa en la
deteccién de fotones gamma mediante cristalesmtells® de Nal(Tl) sobre los cuales

se ubican numerosos fotomultiplicadores.

Cnstal Nal

Colimador \’-O‘CTJ tipi.cador
\\ . N

L e L

Figura 8. Esquema simplificado del colimador, cristal deteleo y fotomultiplicador (CIEMAT, 2014).

La radiacion gamma incide selectivamente en |lagates gracias a la utilizacion de un
colimador, provocando fotones de luz visible, lagles, por efecto fotoeléctrico,
producen electrones en los fotocatodos de los faltgpticadores, generando sefiales
cuyo procesamiento posterior da lugar a una imageninforma sobre la distribucion

espacial del radiofarmaco en el paciente (Figui€&MAT, 2014).
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La discriminacion de los fotones gamma emitidosesdiza por medio de un colimador
gue se compone de una matriz formada por agujaradetos separados por tabiques de
muy pequefio grosor definiendo un campo de visiGalgla a la zona de emision
gamma. Los colimadores suelen estar construidgdameo, debido a su alto nimero
atomico, proporcionando de esta forma una absoefiéaz de los fotones que surgen
de direcciones no especificas, es decir, discrindiodos fotones que no interesan para
la formacion de imagenes (Figura 9) (CIEMAT, 2014).

Pantalla visualizacion

X > v €
Sistema | ‘ & \
7l |\ N

electronico

Fotomultiplicadores
Cristal de centelleo

Colimador

Figura 9. Esquema simplificado del funcionamiento de la gacémara (CIEMAT, 2014).

El sistema detector de las gammacamaras, tambi@adlo cabezal, permanece estatico
obteniéndose una imagen plana, en dos dimensiBasandose en este principio, los
equipos SPECT permiten obtener informacion tridisi@mal mediante la obtencion de
cortes bidimensionales a diferentes angulos, demaos proyecciones, de la region en
estudio del paciente. Por ello los sistemas acualenstan de diversos cabezales los
cuales rotan alrededor del paciente, obtenienddtipted proyecciones bidimensionales
siendo posteriormente procesadas por algoritmosabamstruccion para dar un conjunto

de datos de distribucién en 3 dimensiones.
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El uso de camaras rotatorias de doble vy triple zalbéde colimadores convergentes de
geometria de barrido ha aumentado la sensibiligadsisistemas SPECT y favorecido

su amplio uso clinico (Tanaka, 1995).

La cantidad de fotones gamma registrados por ligtatas de Nal(Tl) depende de la
energia del fotdn incidente, disminuyendo a medige aumenta la energia del foton,
siendo de alrededor de 60% para fotones de 300(Kewll, 2000), ademas, fotones
gamma de alta energia pueden atravesar los tabmjoesados del colimador y/o
desviarse llegando al detector de diferentes dores, degradando la calidad de la
imagen final obtenida. Por el contrario fotones gemde baja energia 80 keV,
pueden ser parcialmente absorbidos por el prop@pi no llegando al detector. Por
lo tanto, las energias mas convenientes para pedetetectadas son del rango de 80 a

300 keV, siendo la energia mas preferible de 150(kaha, 2001).

Emision y principal

Radionucleido T Modo decaimiento E keV (probabilidad
emision %)
9T 6,0 h Tl 140,5 (88,9)
13 13,3 h CE 159,0 (82,8)
*Ga 3,3d CE 93,3 (38,3)
Mg 2,8d CE 245.4 (94,2)
20T 72,9 h CE 167,4 (10,0)

Tabla 1. Principales caracteristicas de los radionucleidas utilizados en imagen: SPECT. Tabla
adaptada de Chakravarty, (2011).

Los radionucleidos més utilizados en Medicina Naiclpara diagnostico mediante
SPECT sor?®™Tc, ®‘Ga, *!in, % y %°*TI, destacando las aplicaciones d&c por
encima del resto. Las principales caracteristitsasals de los principales radionucleidos
para SPECT pueden apreciarse en la Tabla 1 (Claakya2011). Un caso especial
ocurre con ef*Y, el cual es un emisd y se utiliza para terapia y adicionalmente
puede ser visualizado por SPECT debido a que tamdméitey, pero debido a su

energia (364,5 keV) requiere colimadores espequelesello.
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1.5.1.2 Tomografia por emision de positrones

La tomografia por emision de positrones es unaid@cmo invasiva de diagnoéstico,
como sucede en el resto de técnicas diagnosticaMeaticina Nuclear, permite
cuantificar la incorporacion de un trazador el dualsido marcado previamente con un
isétopo radiactivo emisop®. La resolucion espacial obtenida es relativameitiz
ademas de elevada sensibilidad debido a la colimagiectronica que proporcionan

estos equipos.

El fundamento fisico de la obtencion de imagenedianée PET se basa en el registro
de dos fotones gamma con una energia 511 keV esiéd angulo cercano a los 180°,
misma direccidn y sentido opuesto (Figura 10) (%elh, 2014).

Figura 10. Esquema simplificado de la reaccién de aniquilaeidtre un positron y un electrén
(Velikyan, 2014).

Estos dos fotones son el resultado de la aniqaihade un positron (particula con
misma masa que el electrén pero con carga posigwa)ido por el radionucleido

utilizado al interaccionar con un electron presemel medio.
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La interaccion de estas dos particulas con misnsamaiferente carga hace que la
masa se transforme en energia de acuerdo a lssgxpde la equivalencia entre masa y

energia de la teoria de la relatividad especid@didstein siguiente:

E=mdc
[16]

dando como resultado dos fotones gamma de 511 ked/dos fotones gamma son
registrados en coincidencia por detectores congstps, denominandose linea de
respuesta (LOR) a la linea que une a los dos detsc{Figura 11)., permitiendo asi,

localizar el punto donde se produce el procesmapidacion (Ruiz, 2001).

Figura 11. Eventos detectados en coincidencia en PET (Vaiikg@14).

Este tipo de tomdgrafos estan compuestos por Ulo @@ detectores que registran la
deteccion de millones de eventos en coincidengmrtando informacion de la
concentracion y ubicacion espacial del radiotrazgdsitronico (Figura 12) (CIEMAT,
2014).
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Los datos se almacenan en una matriz bidimensitamahda sinograma, a partir de la
cual se reconstruye la imagen usando técnicas tdeprayeccion o iterativas. La

deteccidon por coincidencia elimina la colimaciésida empleada en SPECT, lo que
implica una ganancia en sensibilidad, incrementdadmlidad de la imagen mediante
la mejora de la relacion sefal/ruido, permitienderaas disminuir el tiempo de los
estudios, favorecer los estudios dinamicos y mejareesolucion temporal (Rahmim y

cols., 2005).

Coincidence

Processing Unit

‘

Sinogram
Listmode Data

Qv
Annihilation Image Reconstruction

Figura 12. Esquema simplificado del funcionamiento del PETE(GAT, 2014).

El ruido de fondo ocasionado en los sistemas PHTIpaleteccion de fotones en

coincidencia que no proceden de la misma aniqoiaciel positron se denominan

coincidencias aleatorias, y al no brindar informaditil con relacion a la ubicacién del

emisor, deben ser corregidas (Hoffman y cols., 4R8! uso de diferentes cristales de
centelleo, una cuidadosa estimacion de las coincide aleatorias y la eleccion

apropiada de los algoritmos de reconstruccion degénes, tienen como resultado la
disminucion de la degradacion sufrida en la rela@éfal/ruido de las imagenes PET
(Rahmim y cols., 2005).

@
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Ademas de los eventos aleatorios, los dos fotonemitados pueden desviarse de su
direccién original como resultado de las interacecompton y alcanzar el detector en
coincidencias fuera de posicion, lo que afectaoaltraste global de la imagen PET.
Estos eventos pueden ser discriminados basandose emergia de los fotones

dispersados (Hoffman y cols., 1981b).

La tecnologia PET permite estudiar la ruta metabhotle cualquier molécula si esta
puede marcarse adecuadamente con un radionucleidorede positrones, lo que hace

gue un numero importante de trazadores PET se iinewen continuo desarrollo.

Su combinacion con la tomografia axial computaaz@OAC o CT), proporcionando

ésta una imagen anatomico-morfologica, la han atideeen una técnica (PET/CT) con
mucho mas potencial ya que permite la obtenciéaordeimagen funcional por PET y
morfolégica por CT de forma simultdnea. Destacagwruna de las modalidades de
mayor interés dentro de la imagen molecular, ex¢émad su uso para el diagnéstico y
planificacion del tratamiento a nivel clinico, erea@ como oncologia, neurologia y

cardiologia asi como en la investigacion en faeselfmica.
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Figura 13. Estructura y sintesis por sustitucién nucleéféd-Fluorodesoxiglucosa (Yu, 2006).
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El ®F es el radionucleido mas ampliamente utilizaddEff, debido al radiofarmaco
BE_.FDG ¢F-fluorodesoxiglucosa) el cual es un analogo dgluaosa (Figura 13) (Yu,
2006) y se utiliza como radiotrazador para el distjno y estadiaje de gran variedad de

tumores debido a que sufre atrapamiento celulaamdéto.

El crecimiento exponencial del uso §&-FDG mediante PET en las Ultimas dos
décadas, ha hecho que pase a denominarse como dicta del milenio”
(Ramamoorthy, 2007; Coenen y cols., 2010; Nabi yoemia, 2002). Otros
radionucleidos que también se utilizan para obténdgenes PET son’C, N, *°0,
®8Ga, #Rb etc. Las caracteristicas fisicas de los radiefdas de uso comln para la
PET se muestran en la Tabla 2 (Chakravarty, 2011).

Emisién y principal

Radionucleido Taso Modo decaimiento E keV (probabilidad

emisién %)

o 109,8 min p* 511 (200,0)

**Ga 67,8 min B*, CE 511 (176,0)

Yc 20,4 min p* 511 (199,5)

BN 9,9 min B* 511 (199,6)

% 122.2's B* 511 (199,8)

%Rb 1,2 min B*, CE 511 (192,0)

Tabla 2. Principales caracteristicas de los radionuclemas utilizados en imagen: PET. Tabla adaptada
de Chakravarty, (2011).

1.5.2 Radiofarmacos para terapia

Los radiofarmacos con fines terapéuticos estarddas para que la radiacion emitida
incida de forma focalizada en las zonas especifidestar. Para que este tipo de terapia
sea efectiva es esencial utilizar radiofarmacospoporcionen altas dosis absorbidas
en dichas zonas, minimizando ademas la exposiciamadiacion en el resto de tejidos

tanto como sea posible, para ello se emplean @diaicos basados en radionucleidos

emisores de particul@So a.
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Los radionucleidos con aplicacidén en terapia ddébeer las siguientes caracteristicas.

e Emision de alta LET.

Los radionucleidos utilizados para terapia debeitienadiaciones de alta LET, es
decir, particulas tales comg B~ o electrones Auger. Estas particulas emitidas, en
funcion de su masa y energia tienen diferentesosadg penetracion en el tejido. Este
tipo de radiacion produce citotoxicidad debido gp@kito de dosis de forma localizada,
lo que resulta en la muerte celular. Aunque la ©mig tiene una alta LET, a menos
gue se focalice de manera muy precisa en la zdrataa, puede dar lugar a dosis de
radiacion innecesaria a los tejidos sanos. Ensal da los electrones Auger, estos tienen
energias muy bajas y se disipa toda la energiaaddatun rango muy corto del orden
de nm. Por lo tanto, es necesario que los radi@@os) basados en radionucleidos
emisores de electrones Auger sean dirigidos dedonuy precisa dentro de la célula a
tratar, preferiblemente dentro del nucleo celuRor otro lado, los radionucleidos
emisores}” emiten un electron, el cual recorre un rango dehasta a unos pocos mm,
dependiendo de su energia. Los emispresielen ser los mas empleados para terapia,
siendo la mayoria radiois6topos de elementos meglpudiendo ser facilmente
producidos en reactores nucleares (Qaim, 2001b).

* Emisoresy capaces de formar imagenes, con baja probabitidanision.

Ademas de la radiacién de particulas requerida peraficacia terapéutica, una
adicional emision gamma (80-300 keV) puede resudtigrcuada para formacién de
imagenes, ya que de esta forma permite mediamilsiony obtener imagenes vivo

de la biodistribucion del radiofarmaco pudiendonestse la dosimetria recibida en los
pacientes (Wessels y Rogus, 1984; Volkert, 1991). eétnbargo, debido a que la
radiacion gamma puede irradiar tejidos no deseadwsentando la dosis recibida a los
pacientes, asi como el aumento de la exposiciopeatsbnal, es preferible para estos

casos la emisidon de fotones con baja probabiligaeincision.
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e Adecuado periodo de semidesintegracion

El Ty, de un radionucleido con fines terapéuticos es uanpetro critico a tener en
cuenta a la hora de la eleccion del radionucleatdiclato. Dependiendo del objetivo
para que se utilice, un radionucleido terapéutiebedser cuidadosamente elegido
basandose en su correspondientg Ton el fin de maximizar el efecto terapéutico, el
Ti, del radionucleido debe estar en concordancia anbibdistribucion del
radiofarmacadn vivo y con su perfil farmacocinético (Wessels y Rodi#84; Volkert,
1991).

Al igual que un radionucleido con fines diagndésdicain radionucleido con fines
terapéuticos debe estar disponible a un coste etdoooOrazonable con actividad y
purezas adecuadas para su aplicacion. Por otm, gartquimica debe ser susceptible
para la preparacion de diversos radiofarmacos rdkitamente estables.
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Figura 14. Simulacion dosimétrica de la relacion entre la thsdosis absorbida en el tumor y el tejido
normal (TND) en relacién con la energia de la pakii emitida y el tamafio del tumor para varios

emisore$” (Uusijarvi y cols., 2006).
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Los radionucleidos emisorgd son los mas utilizados usados para terapia en la
actualidad. Estos proporcionan un rango de penéftraelativamente largo, del orden
de mm, dependiendo de la energia emitida y sofcpl@atmente importantes para los
tumores solidos con una alta heterogeneidad. Ladismacleidos emisore$ producen
distribucion de la dosis mas homogénea incluso Isitr&zador se distribuye
heterogéneamente dentro del tejido diana (Zalut2@93). Ademas muchos de estos
radionucleidosp™ suelen presentar emisign en su decaimiento radiactivo lo cual

permite detectarlos mediante gammagrafia.

Una simulacion dosimétrica de la relacion entrasa de dosis absorbida en el tumor y
el tejido normal (TND) en relacion con la energédal particula emitida y el tamafio del
tumor para diversos radionucleidos emisd¥esvarios radiolantanidos®y y **, ha
sido descrito recientemente (Figura 14) (Uusijdyvicols., 2006). El tratamiento
terapéutico en el caso de radionucleidos emigprgy de alta energia como sotY y

131 respectivamente, ha sido demostrado ser eficamreares con tamafio por encima
de 1 mm (Figura 14) (Uusijarvi y cols., 2006), nties que para radiolantanidos
emisoresd” de baja y media energia, como es el cast tla y ***Tb la absorcién de
dosis es eficaz en tumores de un tamafo entrel®0 ym (Uusijarvi y cols., 2006).

Los radionucleidos emisores de radiaadmuestran un gran potencial para terapia de
tumores debido a su alta LET y por lo tanto altatgkicidad (Nayak y cols., 2005). Por
ello han sido propuestos para el tratamiento dedadas cancerigenas (Beyer y cols.,
2004), sin embargo, son pocos los radionucleidas@esa que pueden ser Utiles en
clinica, ya que la mayoria de estos radionucleid@nen un periodo de
semidesintegracion muy largo o decaen en otrosmadieidos con otro tipo de emisién

y periodos de semidesintegracion igualmente largos.

Los principales radionucleidos utilizados en teaage recogen en la Tabla 3
(Chakravarty, 2011), en la cual aparece indicadolss tipo de emision, energia
principal y probabilidad de emision.
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Emisiony
principal
Radionucleido T MO(_jO_de Energia (keV) E keV
decaimiento
(probabilidad
emision %)
¥p 14,3d B 1710,6
MESTS 3,3d B,y 600,1 159,4 (68,0)
Cu 61,8 h B,y 577,0 184.,6 (48,7)
""As 38,8h B,y 682.9 239,0 (1,6)
89y 50,5d B 1496,6
Ly 64,1 h B 2282,0 -
19°Rh 35,4 h B,y 567,0 318,9 (19,2)
10%pg 13,7 h B,y 1115,9 88,0 (3,6)
Hiag 7,4d B,y 1036,8 342,1(6,7)
13 8,0d B,y 970,8 364,5 (81,2)
13xe 52d B,y 427,4 81,0 (37,1)
142py 19,1 h B,y 2162,3 1575,6 (3,7)
14pm 53,1 h B,y 1071,0 285,9 (2,8)
1 :gm 46,3 h B,y 808,4 103,2 (28,3)
1%Gd 18,5h B,y 970,6 58,0 (26,2)
epy 2,3h B,y 1282,6 94,7 (3,6)
%o 26,8 h B,y 1854,5 80,6 (6,2)
16%Ey 9,4d B,y 351,2 --
b 42d B,y 470,0 396,3 (6,5)
YLy 6,7 d B,y 498,2 208,4 (11,0)
18Re 90,6 h B,y 1069,5 137,2 (8,6)
BRe 16,9 h B,y 2120,4 155,0 (14,9)
19y 19,3 h B,y 2246,9 328,4 (13,0)
LAY 2,7d B,y 1372,5 411,8 (95,5)
AU 3,1d B,y 452,6 158,4 (36,9)
i 7,2h o,y 5982,4 687,0 (0,3)
2j 60,6 min o,y 6207,1 727,2 (11,8)
21gj 45,6 min o,y 5982,0 439,7 (27,3)
*Ra 11,4d o,y 5979,3 269,4 (13,6)
ZAc 10,0d o, Y 5935,1 99,7 (3,5)

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los principales radimidios utilizados en terapia. Principal modo

decaimiento; para la emisinsolo la energia maxima es mencionada. Tabla attapta Chakravarty,

(2011).
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Los radionucleidos emisores de electrones Augenpael ***Ho, pertenecen a otra clase
interesante de agentes terapéuticos que todadi&mreststudio. La aplicacion biolégica
de los electrones Auger no fue apreciada duranthosuafios debido a su bajo nivel de
energia (0,01 a 100 keV) hasta que a principidsslafios setenta se demostro su fuerte
radiotoxicidad, principalmente en el acido desdximucleico (ADN) celular (Hofer y
Hughes 1971). Su efecto terapéutico depende decslizacion, ya que cuando estan
situados fuera del nucleo celular su radiotoxicided baja, mientras que a nivel
intranuclear provoca dafio en el ADN por su alta LET potencial aplicacion de este
tipo de radionucleidos es limitada ya que se requigie sean dirigidos al interior del

nulcleo celular a tratar.

Los radionucleidog® y **°Sm, el primero utilizado en el tratamiento de cérde
tiroides, el hipertiroidismo y el segundo como a@@io al dolor producido por
metastasis 6seas, son los mas utilizados en ltgar@tinica. Actualmente se hallan en
fase de investigacion numerosos radiofarmacos tpatia diversas enfermedades y se
espera que la mayoria de estos farmacos esténnirapiados en clinica proximamente
de forma rutinaria, como es el caso &€RaCl para tratamiento de pacientes con
cancer de préstata resistentes a la castraciore(td2013).

1.6 Produccién de radionucleidos
Hoy en dia, los radionucleidos utilizados en meadicinuclear se producen en
instalaciones de radiofarmacia y/o radioquimica pwdio de reactores nucleares,
ciclotrones y generadores de radionucleidos.

1.6.1 Produccion de radionucleidos via reactor nuear

Un gran numero de radionucleidos utilizados en kladi Nuclear se producen en
reactores nucleares (Rayudu, 1990; Adelstein y Manri995). Un reactor nuclear es

una instalacion en la que la reaccion en caderisida nuclear se lleva a cabo de una

@



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

manera controlada, en general, se utiliza paraddygcion de energia (Figura 15). El
ndcleo de un reactor nuclear esta constituido psr denominados elementos de

combustible elaborados con materias fisionablesocson ef*U 0 2%u.

2o

Figura 15. Fotografia de un reactor nuclear. JEN-1, Juntarsgia Nuclear, Madrid (CIEMAT, 2014).

Las reacciones de fisidbn nuclear, aparte de produredirmes cantidades de energia,
también dan lugar a grandes cantidades de neutrmsesuales son esenciales para el
mantenimiento de la reaccion en cadena de fisiGileau Ademas, estos reactores

también se utilizan para la produccion artificialrddionucleidos.

Los neutrones emitidos a partir de reaccionesgi@nfitienen energias muy altas y por
lo tanto muy altas velocidades siendo la probaduilide interaccion con otros nucleidos
muy baja y no pueden producir reacciones de fidror. lo tanto, estos neutrones se
moderan para que su energia disminuya hasta eb rdeg0,025 eV (neutrones

térmicos), los cuales tienen una mayor probabilidadnteraccion con el ndcleo de
otros atomos y son extremadamente importantesl@greoduccion de radionucleidos

(Friedlander y cols., 1981), muchos de ellos cditagon en medicina nuclear (Baker,

1965; Mushtaq, 2010).

@
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_ ) Modo Reaccién de produccion APunda-nma Secciéon
Radionucleido Tip o isotopica
decaimiento* mas comun eficaz (b)
natural
(ny)

#Na 15,0 h i) “*Na(ny)*Na 100,0 0,53
¥p 14,3d B ¥p(ny)¥P 100,0 0,18
s 87,5d i) #S(ny)*s 4,2 0,29
icr 27,7d CE *Cr(ny)>'Cr 4.4 15,9
*Fe 445d B,y **Fe(ny)*Fe 0,3 0,0013

®co 53y B,y *Co(ny)*Co 100,0 37,18
“se 119,8 d CE "“Se(ny)"*Se 0,9 51,8

*Mo 67,0 h B,y ®Mo(n,y)*Mo 24,1 0,13

1%%pg 13,7 h B,y %P d(ny)**Pd 26,5 8,3

14py 19,1 h B,y Ipr(ny)4Pr 100 11,5

1%5m 46,3 h B,y 5Sm(ny)>*Sm 26,7 206

*Gd 18,5h B,y BEGd(ny)**Gd 24,8 2,2

epy 2,3h B,y *“Dy(ny) "Dy 28,2 1610

%o 26,8 h B,y *Ho(ny)***Ho 100 66

egr 9,4d B,y Y Er(ny)*Er 26,8 2,74

b 4,2d B,y Yb(ny)t*Yb 31,8 69

YLy 6,7 d B,y YL uny)"Lu 2,6 2100

BRe 90,6 d B,y 1B Re(ny)"*Re 37,4 106
199y 73,8d B,y Blr(ny)r 37,3 645
9y 19,2d B,y Y (n,y) I 62,7 111

Ay 2,7d B,y ¥iAu(ny) ¥ Au 100 98,65

(ny)y (ny)
etpy 81,5h i) Dy (ny)***Dy(n,y)*Dy 28,2 2700;3500
18y 69,0 d B,y BB (ny) W (n,y) W 28,6 36;70
)y

"'As 1,6 d B,y "“Ge(ny,p) 'As 7,7 0,092

1°Rh 35,3 h B,y YRu(ny,p)'*Rh 18,6 145

Hiag 7,5d B,y 1pd(ny,p) 'Ag 11,7 0,37
13 8,0d B,y BTe(ny,p)™ 33,8 0,27

4pm 53,1 h B,y ENd(ny, ) Pm 5,8 2,50

YLy 6,7 d B,y Y5 (n,y,p) Lu 12,7 2,40

AU 3,1d B,y %pt(ny,p) **Au 7,2 3,66
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» By Abundancia »
Rai eid . Modo Reaccion de produccion SotoDi Seccioén
adionucileildo ISotopica
e decaimiento* mas comun . eficaz (b)
natural
(n,p)y (na)
*H 12,3 a B ®Li(n,0)H 7,5 940
kc 5730 a i) ¥N(n,p)tic 99,6 1,83
p 14,3d B ¥3(n,pfP 95,0 0,07
¥Cu 2,4d B,y ®7Zn(n,pf'Cu 4,1 0,0012
gy 50,5d B %Y (n,p)*sr 100 0,0003
(n,f)
gy 28,6 a B 25U(n,H%sr 0,7 Y =5,89%
*Mo 67,0 h B,y 2Y(n,H* Mo 0,7 Y = 6,14%
13 8,0d B,y 2Un,Ht 0,7 Y = 2,84%

Tabla 4. Caracteristicas fisicas de los principales radileias producidos en reactor nuclear, adaptada
de Chakravarty, (2011)Solo es mencionado el principal modo de decaitoieBeccion eficaz =
magnitud proporcional a la probabilidad de que wuirén incidente interaccione con un nicleo en un
medio material y seguin una reaccién nuclear esjpegib = barnio (1b = 1¢% nf); Y = rendimientos de
fision.

1.6.2 Produccion de radionucleidos via ciclotron

El ciclotron es un acelerador circular de partisutargadas, bien con signo positivo,
protones o deuterones, 0 negativo como electrdtstas particulas son aceleradas por
un campo magnético oscilatorio hasta que alcanmarenergia cinética suficiente para
producir reacciones nucleares al interaccionarusomaterial llamado “blanco” o diana
(Figura 16 y 17) (CIEMAT, 2014).

Al bombardear el material del blanco con las paldk aceleradas se inducen
reacciones nucleares que dan lugar a la formaciénisdtopos radiactivos o
radionucleidos. ElI material del blanco varia seglinradionucleido que se desee

obtener, y es intercambiable. Su estado fisicog@sedsadlido, liquido o gaseoso.
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voltaje acelerador

de alta frecuencia
fuente de electrones

haz electrénico
de alta velocidad

Figura 16. Esquema simplificado del funcionamiento de unotiéh (CIEMAT, 2014).

Los ciclotrones pueden ser clasificados en relagién energia. Los ciclotrones de baja
energia, entre 10 y 18 MeV, son conocidos vulgateneomo “baby ciclotrons” o
“ciclotrones de uso meédico”. Son mucho mas econdsnisencillos de manejar y
automatizados, permitiendo produci®, *N, *'C, *® entre otros, los cuales son de
gran utilidad en PET ya que decaen emitiendo unitrpos Los periodos de
semidesintegracion de estos cuatro radionucleidasrelativamente cortos, siendo 2
min para el®0, 10 min para €N, 20 min para el'C y 109 min para €fF.
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. ] Modo de Reaccién de produccion A.bunda.nua
Radionucleido T o isotépica
decaimiento mas comun
natural
Hc 20,4 min B* “N(rfa)*'C 99,6
N 9,9 min B* “O(pw)™N 99,8
o) 122,2s i ¥N(d,n)**N(p,n)" 0 99,6/0,4
e 109,8 min B* ¥o(p,n)éF 0,2
®Ne 17,3 s B* ¥F(p,n)*“O(a,n)**Ne 100,0/99,8
“INa 23s B* “Ne(d,n) 90,5
Mg 21,2 h B Mg(a,2pYMg 11,0
4'sc 3,3d By *Ti(p,2p)*'sc 73,8
Ni 36,0 h B*, CE **Fe(3He,2nYNi 91,7
®cu 12,8 h B p*, CE ®Ni(p,n)*"Cu 0,9
®cu 61,8 h By 8Zn(p,2pf’Cu 18,8
*Ga 3,2d CE Zn(p,2nf'Ga 18,0
Ge 271,0d CE *Ga(p,2nfGe 60,0
"As 17,9d B B, CE "Ga,n)"As 40,0
"As 38,8h By %Se(pa)'As 49,6
"Br 57,0 h CE “As(a,2n) 'Br 100,0
8y 14,7 h B* 8Sr(p,nfey 9,8
105pg 16,9 d CE 1%“Rh(p,n)*Pd 100,0
i 2,8d CE Med(p,nftin 12,8
g 13,6 d Tl 121Sh(p,2p,3M)""Sn 57,40
12 13,3 h CE 1215h @, 2n) = 57,4
121xe 36,4d CE 2(p,n)y4'Xe 100,0
= 10,3 h CE % *Ho(p,n)**Er 100,0
¥iHg 64,1 h CE YAu(p,ny"Hg 100,0
204 72,9h CE 25T (p, 3T 29,5
2HAtL 7,2h o,y 2Bi(a,2ny At 100,0

Tabla 5. Caracteristicas fisicas de los principales radi@idios producidos en ciclotron
(Chakravarty, 2011).
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Los ciclotrones de energia mas alta, por encim22deleV, permiten producir ademas
de los radionucleidos ya mencionadtddn, #°*Tl, *3 con aplicacién en SPECT
(Carreras Delgado, 1995; Clanton, 2002). Y losotiohes de energia por encima de 50
MeV permiten realizar terapia tumoral con neutroneks de energia superior a 100
MeV terapia tumoral con protones, ademas de agdfisr activacion neutronica,
analisis de materiales, investigacion en radiolialpfisica y quimica. Sin embargo,

son de precio muy elevado y funcionamiento muy dejogCarreras Delgado, 1995).

Los radionucleidos producidos cominmente en cimotro tienen la forma quimica y
farmacéutica adecuada para ser utilizados directzn@mo radiotrazadores, por lo
gue generalmente son incorporados a moléculas amaglejas de interés en medicina

nuclear, sintesis se realiza en los laboratoriaadiefarmacia.

Los laboratorios de radiofarmacia han de encomras proximidad inmediata al
ciclotréon debido al relativamente corto periodo sEmidesintegracion; ademas, el
proceso de sintesis y marcaje de las diversas olagmrganicas e inorganicas
utilizadas ha de ser rapido y automatizado paracigden lo posible, la exposicion a
radiaciones del personal, existiendo modulos auioosdisponibles comercialmente
para la sintesis de las moléculas mas usadas enU®RTprincipales radionucleidos

producidos via ciclotron se muestran en la Tabla 5.

1.6.3 Produccién de radionucleidos via generador

Determinados radionucleidos originan por su degmat@on otro nucleido también
radiactivo. A este segundo radionucleido se le oeém& comunmente radionucleido
hijo, asi como al primero radionucleido padre, ginh®s que entre los dos existe una
relacion genética. La Figura 18 muestra de fornrmapkficada un generador de

radionucleidos y un generador de radionucleidosecoial.
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Un generador puede definirse como un sistema toidstipor dos radionucleidos con
relacion genética (padre e hijo) que, al ser eléosedistintos, poseen propiedades
guimicas diferentes, permitiendo mediante proceatitos fisicos o quimicos la
separacion selectiva del hijo con alto grado dezaurPor lo tanto, existe la posibilidad
de producir radionucleidos emisores de positrofegenerador, siendo un proceso mas
sencillo y con una inversién econdmica mas bajamediante un reactor o ciclotron y

permitiendo abastecer a centros PET.

Figura 18. Esquema simplificado de un generador de radioitaddizquierda) y fotografia de un

generador de radionucleidos comercial (derecha).

Los principales radionucleidos producidos via gader se muestran en la Tabla 6
(IAEA, 2010).

Radionucleido Padre Radionucleido Hijo
Via de Principal Principal
Generador T produc tipo de T tipo de Aplicacion
cion  decaimiento decaimiento

“Ar/ 2K 329a R i) 12,36 h i) Quimica

“Tir*sc 47,3 a A CE 4,04 h i PET
>Fef?™Mn 8,28 h A B* 21,1 min B* PET
®Gef’Ga 270,8d A CE 67,8 min p* PET
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Generador

“Sef?As
83R b/83mKr

#Sr/*Rb
oG /90y

“Mo/*®"Tc
103pgASMRK

lOECd/lOerAg

1lESn/113rT| n

11£Te/11£Sb
lSETe/lSEI

131-gA37R 4
14054140 4
1¥ceMLa
el *pr

14(Nd/14CPr

166Dy/166H0

167-|—rn/167r’nEr

2081172 y

17EVV/17ETa

lS&VV/ZLSERe

Radionucleido Padre

T

8,4d

86,2 d

25,6d
28,5a

2,75d

16,97 d

1,267 a
115,1d
6,0d
3,26

30,0 a

12,75d

3,16d

284,9d

3,37d

3,40d

9,24d

1,87 a

215d

69,4 d

Via de
produc
cion

A

R, R(f)

R, R(f)

R, A

R()
R, R(f)

R, R(f)

Principal
tipo de
decaimiento
CE
CE
CE
5
CE

CE
CE

CE

CE

CE

CE

CE

CE

T
1,08 d
1,86 h

1,27 min
2,67d
6,01 h

56,12
min

36,6 s
1,66 h
3,6 min
2,28 h

2,55 min
1,68d
6.4 min

17,3 min

3,39 min

1,12d

2,28s

6,70d

9,31 min

16,98 h

Principal
tipo de
decaimiento

B+

Radionucleido Hijo

Aplicacion

PET
Quimica/
Radiofarmacia
PET
Terapia

SPECT

Quimica

Angiografia
Terapia
PET
Terapia
Diagnostico
Quimica/
Radiofarmacia
PET
Quimica/
Radiofarmacia
PET
Terapia
Quimica/
Radiofarmacia
Quimica/
Radiofarmacia
Angiografia

Terapia
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Radionucleido Padre Radionucleido Hijo
Via de Principal Principal
Generador T produc tipo de T tipo de Aplicacion
cion decaimiento decaimiento
¥10s/M)r 15,4d R i) 494 s y Angiografia
Y0 r 6,0 a R B 19,15 h v, B Terapia
“*Ral”*Rn 16000 a CD A 3,83d o Terapia
2EAC/P B 10,0d A, CD A 45, 6 min B, o Terapia

Tabla 6. Caracteristicas fisicas de los principales raditeidos producidos via generador de
radionucleidos. Tabla adaptada de IAEA, (20205 acelerador, CD = cadena de decaimiento, R =

reactor, captura de neutrones, R(f) = fision enates, CE = captura electrénica.

Los generadores de radionucleidos pueden claséar funcion del tipo de equilibrio
radioguimico que presenten, secular o transitodmo puede apreciarse en la Tabla 7
(IAEA, 2010).

Modo decaimiento

Tipo de equilibrio Padre (Typ) Hijo (T 110) hijo Ty padre/Ty; hijo

*Ge (270d)  *°Ga (68 min) B* 5,7 x 10

“sr28,6a) Y (64,1 h) B* 3,9x 16

Secular 851 (25,6 d)  ®Rb (1,27 min) B* 2,9x 16

®Rb (4,58 h)  B"Kr (13 s) v 1,3 x 16

8w (69 d) 18Re (16,9 h) p 9,8 x 10

%7Zn (9,26 h)  ®Cu (9,74 min) B* 5,7 x 10
Transitorio “Mo (2,75d)  *"Tc (6,0 h) y 3,0
Dy (3,40d) '**Ho (1,117 d) B 11

Tabla 7. Clasificacién de los principales tipos de generasi@n funcion del tipo de equilibrio
radioquimico. Tabla adaptada de IAEA, (2010).
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Para poder realizar un generador de radionucledgben de cumplirse una serie de

premisas, como son:

* Debe ser un sistema formado por dos radionuclesiesdo el radionucleido

hijo el producto del decaimiento radiactivo delioadicleido padre.

* El radionucleido padre debe de tener wa mayor al T»del hijo.

* El producto del decaimiento del radionucleido lighe de ser un atomo estable
0 en su defecto debe de ser un radionucleido cdn o suficientemente largo
y ademas que el tipo y energia de emisién no esnireiésgo para la salud.

» Las propiedades fisicas y/o quimicas del radiomlpadre y del radionucleido
hijo deben de ser distintas para permitir una se&p@n selectiva con alto grado
de pureza entre ambos, ademas utilizando una &édisca o quimica el

proceso debe de ser facil, eficaz y que no entraftgin riesgo.

* La intervencion del operador en el funcionamien& generador debe ser

minima para minimizar la dosis recibida.

* El radionucleido hijo obtenido debe presentarseuea forma quimica que

permita usarse para el marcaje de diferentes makecu

* El Ty, del radionucleido padre debe de ser suficienteenkrgo para poder

hacer uso del generador durante un periodo de diealativamente largo.

e La vida util del generador debe de permitir un psmongado de este, teniendo

un comportamiento lo mas regular posible.

* Los componentes del generador, es decir, los veacinvolucrados, tubos,

accesorios etc., deben ser lo mas resistentedgmaila radiacion.
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La separacion de las parejas de padres e hijopeaytenecen al grupo adyacente de la
tabla periddica de los elementos es uno de loxaspmas dificiles de la investigacion
en el campo de los generadores de radionucleidosjug en muchos casos, poseen
propiedades similares. A veces la separacion selammor los multiples estados de
oxidacion de los dos radionucleidos y su tendeaci@rmar una gran variedad de

complejos (Mirzadeh y Knapp, 1996).

Preferiblemente, el radionucleido hijo debe obte@aen una forma que sea susceptible
para el uso directo en la preparacion de radioféosaEn el caso de radionucleidos
metalicos, la forma ionica es la mas deseable. Adenios generadores de
radionucleidos para aplicaciones biomédicas delkerds disefio simple, eficiente y
facil de operar. Diversas técnicas, tales como atografia en columna, extraccién con
solventes y la sublimaciéon se han descrito pangardparacion de los generadores de
radionucleidos (Boyd, 1982a; Boyd, 1982b; Molinski®82; Boyd, 1987). La
conversion del radionucleido padre en un "gel" lmgle y su uso como fase
estacionaria de una columna cromatogréfica de éaedjwadionucleido hijo puede ser
eluido es otra estrategia descrita (Knapp y MirbhadE994; Boyd, 1997). De las
distintas estrategias para el disefio de estos apmrexs la cromatografia en columna y
la extraccion por solventes son los métodos mdgados para su preparacion en
aplicaciones biomédicas. La eleccion de una téamicparticular se hace generalmente
por razones técnicas, econdmicas y logisticasehdoi énfasis en uno u otro de estos
factores en funcién de las circunstancias. Lasayasty desventajas relativas de cada
una de estas técnicas se discuten a continuaci@siei diferentes tipos de generadores
en funcion del método que se utiliza para la sepamaselectiva del radionucleido padre
y del radionucleido hijo, algunos de los mas comswgeedescriben a continuacion.

1.6.3.1 Generadores basados en columnas cromatogecab

Este es el método mas utilizado para la preparacénlos generadores de
radionucleidos, principalmente debido a su simgiéidi de funcionamiento. Este método
se basa en la separacion cromatografica debido difdeente afinidad en una fase
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estacionaria a modo de columna y una solucién etayeomo fase movil. En general,
el radionucleido padre tiene una afinidad muy akaretencion en la matriz de la
columna mientras que la afinidad del radionucléigo es baja. El radionucleido padre,
con Ty, mas largo, se adsorbe sobre en soporte solido madebnucleido hijo es
obtenido selectivamente de forma periddica utilitareluyentes adecuados. Tanto
columnas de naturaleza organicas como inorganiaossidlo evaluados como soportes
cromatograficos para generadores de radionucléMashtaq, 2004). Sin embargo, el
deterioro debido a la radidlisis puede hacer gsenttiuya la vida util del generador,
afectando al rendimiento de elucién, y al contemidioradionucleido padre en el eluido.
Este fendmeno suele ser mas acusado en matricasiaag ya que la energia de enlace
suele ser menor que la emitida por la radiaciorierebndo cuando esto sucede
fragmentos de la matriz organica junto con el nagebeido hijo eluido, comportandose
como impurezas quimicas indeseables. Por este anddivactividad del radionucleido
padre que se puede cargar en este tipo de colusneées estar limitada. Las matrices
inorganicas, debido a su alta energia de enlacerti@ina resistencia mas alta a la
radiacion, ademas de buenas propiedades de intacanico, lo que hacen que sean
las mas habituales en la preparacion de los gemesmdde radionucleidos. Los
compuestos inorganicos mas utilizados son los &xitetalicos tales como Abs,
ZrO,, TiO,, etc. (Mushtaqg, 2004; Samuelson, 1963). Uno detoxipales problemas
de este tipo de 6xidos metalicos es su solubiletatbs diferentes solventes utilizados
como eluyentes, pudiendo verse incrementada deb&laciones sucesivas durante un
periodo prolongado de tiempo (Mushtaq, 2004; RogsBliss, 2010). Este fendmeno
provoca impurezas quimicas, las cuales puedenfariteen las distintas reacciones

posteriores de marcaje con el radionucleido hijemido (Roesch y Riss, 2010).

Otra limitacion importante de los generadores basa&th columnas cromatogréaficas es
la limitada capacidad de adsorcion de las matritéigadas. ElI volumen necesario de
eluyente para la obtencion del radionucleido higp as depender del tamafio de la
columna y ésta va a depender de su capacidad decigas(Boyd, 1982a). Por este
motivo va a ser importante que la actividad especiel radionucleido padre sea alta
con el fin de reducir el tamafio de la columna, ya §i la actividad especifica del

radionucleido padre es baja, la actividad obtenidiaradionucleido hijo estara muy

&
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diluida, lo que requerira un proceso posterior @igcentracion de la elucidén para poder

ser empleada en el marcaje de diferentes molé@happ y Mirzadeh, 1994).

1.6.3.2 Generadores basados en extraccion con sokes

La extraccion con solventes es otro enfoque qusidmampliamente utilizado para la
preparacion de los generadores de radionucleidas/d(B1982a; Boyd, 1982b;
Molinsky, 1982; Boyd, 1987; Taskaev y cols., 199%pboda, 1987). Este método se
basa en la relativa solubilidad del radionucleidgorp y del radionucleido hijo en dos
liquidos inmiscibles, siendo lo mas habitual utitizin solvente acuoso y un solvente
organico (Morrison y Freiser, 1962). A diferencia ths generadores basados en
columna cromatografica los generadores de extnacp@r solventes tienen algunas
ventajas econdmicas y técnicas como es que la guectividad especifica del
radionucleido padre no es un parametro tan critRio. embargo, la extraccion de
solvente consiste en un proceso de separaciorigalde multiples etapas, por lo tanto,
se requiere personal altamente cualificado pai @stracion. Ademas, el manejo de
grandes volimenes de solventes organicos pueddevamlposibles riesgos de
volatilidad. Por otra parte, el solvente organicaege sufrir radidlisis formando
impurezas junto al radionucleido, las cuales puetarferir en las posteriores
reacciones de marcaje incluso también puede dismimeficiencia en la separacion

selectiva del radionucleido padre e hijo.

1.6.3.3 Generadores basados en sublimacion

Este tipo de generadores son muy limitados, yasgplemente pueden ser utilizados
para la separacion de radionucleidos padre e inggiste una diferencia suficiente entre
sus puntos de evaporacién a una determinada tetm@erblasta la fecha, este método
se ha limitado sélo a un tipo de generador®o/®™Tc, llevado a cabo por la
Comisién Australiana de Energia Atémica, para prapoar *™Tc con fines
diagnésticos (Boyd, 1982a; Boyd, 1982b; Molinsk§82; Boyd, 1987; Zsinka, 1987).
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El procedimiento se basa en el calentamiento dgidio de molibdeno a 850 ° C bajo
una corriente de oxigeno. En estas condicione8xidb de tecnecio (16;) sublima,
separandolo asi del 6xido de molibdeno. La princieataja de este método es que
puede utilizarse a pesar de que la actividad e#mediel radionucleido padre, en este
caso {°Mo), sea baja (Boyd, 1982a). Ademas el radionuoléiijo °"Tc, se obtiene
con muy alta concentracion radiactiva y adecuadeaezau radionucleidica (Boyd,
1982a). Sin embargo, hay numerosas desventajastermétodo, en primer lugar, el
proceso de separacion es muy complicado y un sasimmomatizado para Ssu uso
rutinario no ha sido desarrollado. En segundo lutareficiencia de la separacion
selectiva es del 25-40%, y en tercer lugar, haybpokd de fugas de radiactividad en
forma de gas, por lo que todo el proceso requireeaompleja instalacion y personal
muy cualificado. Por lo tanto, a pesar de su caaactle producit®"Tc con muy alta

pureza, este proceso ha tenido una limitada adéptac

1.6.3.4 Generadores basados en gel

Este procedimiento se basa en utilizar el propilioraicleido padre como matriz de la
columna mediante su conversion en un compuesttuliiscen forma de gel. El uso del
término "gel" es debido al trabajo inicial cdiMo, en el que la matriz resultante tiene
aspecto de gel. Este método es una alternativa alitipenerador de columna
cromatografica cuando se utilizan radionucleidodrgg con baja actividad especifica
(Boyd, 1997). Existente generadores de este tipd’Me/*™Tc y de **%W/*%*Re. Se
basa en la incorporacién de los radionucleidos ggadomo el®Mo o el **3W en
precipitados insolubles de zirconio o titanio (Bp%897; Evans y cols., 1987; Moore y
cols., 1987; Dadachov y cols., 2002; Monroy-Guzmaols., 2007). El contenido de
Mo 0 '®%W en el interior de la matriz de gel es de 25-3M6r(roy-Guzman y cols.,
2007). Aungue el generador de “gel” es simple deramp la preparacién del propio gel
es bastante complejo y los rendimientos de estosrgdores dependen del sistema
empleado para la preparacion del “gel” (Boyd, 198vVans y cols., 1987; Moore y
cols., 1987; Dadachov y cols., 2002; Monroy-Guzmanls., 2003; Monroy-Guzman y
cols., 2007).
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Por consiguiente, factores como como el pH, lasc@&oinmaciones de los reactivos
utilizados, el orden de adicion de los reactivagemperatura aplicada, etc., influyen en
la separacion selectiva del radionucleido hijo ypBelre con una gran variabilidad de

resultados (Knapp y Mirzadeh, 1994).

1.6.3.5 Control de Calidad de generadores de radianleidos

El fin de los generadores de radionucleidos egliaaion clinica en medicina nuclear,
por tanto, es imperativo que sean evaluados mediamtestricto control de calidad
(CC) antes de ser usados. El control de calidadligenporuebas y mediciones
especificas que aseguren la eficiencia de la elud& generador, la identidad del
producto, la seguridad bioldgica, la pureza, laceotracion radiactiva y la eficacia del
radionucleido hijo obtenido para la preparacionpiéenciales radiofarmacos. Estos

métodos se describen brevemente a continuacion.

1.6.3.5.1 Eficiencia de elucion

La eficiencia o rendimiento de elucion (RE) de wenerador de radionucleidos se
define como el porcentaje del radionucleido hijteoio durante el proceso de elucién
respecto del total. La actividad tedrica del radmeido hijo presente en el generador
en el momento de elucion puede ser calculada ntedias ecuaciones del equilibrio
radioguimico anteriormente mencionadas, sin embamgda practica, la actividad

experimental del radionucleido hijo obtenida sustée menor a la actividad teorica
debido a su interaccion con el medio utilizado maraseparacion fisica o quimica. La

eficiencia de elucion se puede definir por la emrac
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Donde, RE es el rendimiento de elucion,epAes la actividad obtenida

experimentalmente y#&s la actividad tedrica calculada.

Para un generador de radionucleidos el rendimigatelucion debe de ser aceptable, y
esencial que dicha eficiencia permanezca consthuriEnte el periodo estipulado de

utilizacién, es decir, la vida util del generador.

1.6.3.5.2 Pureza radionucleidica de la elucion

La pureza radionucleidica (PRN) se define como atgntaje de la actividad del

radionucleido hijo respecto al total de actividdiemida en la elucién, ya que puede
haber presentes impurezas de otros radionuclemqgsupificaciones incompletas tras la
obtencion del radionucleido (Saha, 2000). En losegedores de radionucleidos las
principales impurezas radionucleidicas que puedeareaer es la presencia del
radionucleido padre en el eluido, que suelen t&perelativamente largos. Este tipo de
impurezas pueden tener diversas consecuencias,ctai@ competir en las reacciones
de sintesis, marcaje con radionucleidos no desehigse llevaria a un incremento de
exposicion a la radiacion y a la posibilidad dedo@r efectos radiotoxicos en los

pacientes, ademas de interferir posteriormente lepreceso de adquisicion de

imagenes.

La determinacion de impurezas radionucleidicasesse analizada principalmente por
espectrometria gamma, usando para ello un deteotorun analizador multicanal
(Saha, 2000). Esta técnica se puede utilizar faant® andlisis cualitativo, asi como para
la estimacion cuantitativa. Sin embargo, en el cesgeneradores de radionucleidos en
los que tanto el radionucleido padre como el hgansemisore$, por ejemplo el
generador®SrP%Y, las posibles impurezas radionucleidicas no pusee cuantificadas
por este método siendo necesario recurrir a egpeetria beta usando para ello un
contador de centelleo liquido (Pandey y cols., 2@ihardi y cols., 2009; Skraba y
cols., 1978).
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1.6.3.5.3 Pureza radioguimica de la elucion

La pureza radioguimica (PRQ) se define como lacféac de actividad del
radionucleido hijo eluido en la forma quimica delseg expresada en porcentaje (Saha,
2000). Las impurezas radioquimicas pueden estaeptres en el radionucleido hijo
durante su obtencién por elucion o incluso en sstepmr almacenamiento debido a
varios factores, tales como la accién del solvgnte efecto de la radidlisis, el cambio
en la temperatura o el pH, la presencia de agertdantes o reductores. Las impurezas
radioguimicas presentes pueden influir en las reaes de marcaje de ligandos y
biomoléculas incluso en su posterior biodistribnci®@aha, 2000). La presencia de
impurezas radioquimicas, procedentes de un genedadoadionucleidos, pueden ser
detectadas y determinadas por diversos meétodogiemsl siendo los mas utilizados la
cromatografia en papel, cromatografia en capa fielectroforesis en papel,
cromatografia liquida de alta resolucion, filtraci@n gel, cromatografia en gel,
cromatografia de intercambio i6nico, extraccion mivente, dilucion inversa y

precipitacion (Saha, 2000).

1.6.3.5.4 Pureza quimica

La pureza quimica (PQ) indica las posibles espdoesadas no deseadas, ya sean
organicas o inorganicas, presentes en la elucitenma del generador. La presencia de

estas impurezas quimicas puede afectar a los resrdoa de marcaje.

En el caso de columnas cromatogréficas y generadmssados en extraccion con
solventes, la degradacion radiolitica o quimicdadmatriz de la columna o del propio
solvente pueden dar lugar a ese tipo de impurézaqresencia de estas impurezas
guimicas se puede evitar mediante el uso de reaajwimicos con alto grado de pureza
y el empleo de una metodologia de trabajo sistemdtimetddica. El nivel de estas
impurezas quimicas pueden ser detectadas y coaddf por diversas técnicas
analiticas como colorimetria, espectrofotometrigespectroscopia de emision con
plasma de acoplamiento inductivo (ICP-AES) (Sabap2.
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Si es necesario, las impurezas quimicas presemteseduido del generador se pueden
eliminar o minimizar mediante la aplicacion de féam de separacion simples, tales
como, precipitacion, extraccion con solvente, icaerbio idnico y destilacion (Saha,
2000).

1.6.3.5.5 Rendimiento de marcaje

El rendimiento de marcaje (RM), rendimiento de c&at, o rendimiento de sintesis
puede ser definido como el porcentaje de radiomalimcorporado en la molécula de
interés expresado en porcentaje (Saha, 2000). beeidad de un generador de
radionucleidos para aplicaciones médicas se pueawstrar por su rendimiento en el
marcaje de moléculas con el radionucleido hijo nibitis este parametro también puede

considerarse como una prueba indirecta de la pgrginaica del radionucleido.

1.6.3.5.6 Las pruebas biolégicas

Pruebas de control de calidad biolégica se lleveab® para determinar la esterilidad y
pirogenicidad de un generador de radionucleidosssarde la preparacion de
radiofarmacos para uso clinico. La esterilidaddada ausencia de cualquier tipo de
bacterias viables o microorganismo en el eluidoegencial disponer del radionucleido
hijo obtenido del generador en forma estéril ya gjusbjetivo es poder usarlo con el fin
de preparar los radiofarmacos en clinica, ya quediainistracion de un radiofarmaco
no estéril puede causar una amplia variedad dedioiees que conducen a varios
problemas fisiolégicos llegando en casos extremds posible muerte del paciente
(Saha, 2000). Los procedimientos mas utilizadosa plar esterilizacion de los

radionucleidos obtenidos del generador son por anédivapor o esterilizacion a alta
temperatura y la esterilizacion por filtracion aviées de microfiltros de membrana
desechables de 0,22 um, disponibles comercialni8ate, 2000).
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Los pir6bgenos son polisacaridos o proteinas prddscipor el metabolismo de

microorganismos Y si estan presentes en el radiai@o final pueden causar una amplia
variedad de problemas fisioldgicos, como por ejemfikebre, escalofrios, malestar,

leucopenia, sofocos, sudoracion, dolor de cabedalgr en las articulaciones (Saha,
2000). Como cualquier otro producto cuya via deiaghtnacion sea intravenosa es
obligatorio que el contenido en pirdgenos estédmirajo de los limites establecidos.
Para evitar esto es necesario usar reactivos yupi@s quimicos de alta calidad y

teniendo especial cuidado en la preparacién yrehednamiento del generador.

Hay descritos numerosos metodos para analizar ferilead y pirogenicidad

radioguimica (Saha, 2000). Sin embargo, ya questadbos métodos llevan mucho
tiempo, la esterilidad y las pruebas de pirogeatigdara el radionucleido obtenido del
generador que en ocasiones tienen ygmuy corto, se suelen realizar a posteriori. Sin
embargo, con el fin de asegurar la esterilidadrggeinicidad, varias eluciones tienen

gue ser analizadas demostrado que cumpla condussites de calidad antes de su uso.

1.6.3.5.7 Periodo de validez de un generador de liaducleidos

La vida util de un generador de radionucleidos! gggodo para el que el generador se
puede utilizar en las aplicaciones clinicas re@aasrde forma segura. La vida util de un
generador esta influenciada por el periodo de sesintegracion del radionucleido
padre, asi como por su estabilidad y reproducddilidn el rendimiento de elucion, la
pureza radionucleidica y la pureza quimica deloragtleido eluido. Los generadores
con radionucleidos con largos;J se espera que tengan una mayor vida util, sin
embargo, esta influenciada por el procedimienttrdio para la separacion selectiva
de los radionucleidos padre e hijo. Este parameflaye de una manera importante en

el precio final de un generador de radionucleidos.
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1.7 Propiedades del’Ga

Los radiofarmacos basados ®@a tienen un gran potencial tanto experimental,acom
clinico en imagen mediante PET. Tal como se apetia Figura 19, las publicaciones
cientificas relacionadas c8fGa han experimentado un crecimiento exponencisben
dltimos afios, esto es debido principalmente a dué&®®a posee una serie de
caracteristicas idoneas para su aplicacion en m&del, las cuales se enumeran a

continuacion.
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Figura 19. Porcentaje publicaciones relacionadas %6 (1950-2015), busqueda en ScienceDirect.

1.7.1 Propiedades nucleares

El °®Ga alcanza su estabilidad mediante la emisién deositrén con una probabilidad
de emisién del 88,88 + 0,41% y mediante capturaldetronica con una probabilidad
del 11,11 + 0,4% hasta convertirse ®&nn, el cual es un nucleido estable (Figura 20)
(DDEP, 2015). Ademas, tiene uns,lde 67,845 + 0,018 min, valor recientemente
modificado en colaboracion con el Laboratorio ddrblegia de Radiaciones lonizantes
(CIEMAT). El nuevo valor de esta constante se dstpor dos méetodos diferentes:
mediante camara de ionizacion y espectrometria @amoon detectores de Ge,
utilizando para las medid&8Ga procedente de un generador comercidi®Gef°Ga

(Eckert & Ziegler) (Garcia-Torafio y cols., 2013r8a-Torafio y cols., 2014).
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Este T, es compatible con la farmacocinética de numerosaléculas de bajo peso
molecular como pueden ser fragmentos de anticuerpéptidos, aptomeros y
oligonucleodtidos de interés en el diagnostico ldaificacion de la radioterapéutica, y el

seguimiento de la respuesta a la quimio/radiotaréfani y cols., 2008).

GSGe
(T,/,= 270,95+ 0,26 d)

68Ga 100 % CE
(T,,= 67,845 + 0,018 min)

1,2 + 0,04 % B*
(821,70 + 0,12 KeV)
1,8 + 0,05 % CE

87,68 + 0,41 % B
(1899,10 £ 0,12 KeV)
8,94 + 0,41 % CE

3,235+ 0,030 % y
(1077,35 + 0,05 Ke

68zn
(estable)

Figura 20. Esquema simplificado de la desintegracion radiaalel®®Ge y del°Ga, basado de DDEP,
(2015).

Una de las posibles desventajas de §%a en PET es la denominada pérdida de
resolucién intrinseca (Cafadas y cols., 2010). festémeno se debe a que la reaccion
de aniquilacion del positron ocurre a cierta disiarde donde se produjo el acto de
desintegracion positronica, siendo dependienteadenérgia de los positrones, por lo

gue las imagenes pierden resolucién (Pagani y, d&97).

No obstante, actualmente existen softwares en résgpara solventar este fenédmeno.
En la Tabla 8 (Pagani y cols., 1997) se muestrératites valores de pérdida de

resolucion intrinseca para los radionucleidos nifigados en PET.
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E p+max Pérdida resolucion intrinseca

(MeV) (mm)

Radionucleido
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E p+max Pérdida resolucion intrinseca
Radionucleido
(MeV) (mm)

Radionucleidos producidos en ciclotron

8zr 0,897 1

M Te 2,47 3,3
4,60

120 4,03 5.4
2,49
1,54
2,13

124 1,53 2,3
0,808

Tabla 8. Perdida de resolucién intrinseca en PET en fund#la energia del positrén emitido de los

radionucleidos mas utilizados. Tabla adaptada daig cols., (1997).

El ®®Ga es el producto de la desintegracion radiac@f8@e (Figura 20), radionucleido
padre, el cual tiene uny¥ de 270,95 *+ 0,26 dias (DDEP, 2015), lo que pertaite
produccion de®Ga durante un periodo de tiempo relativamente la@mo el®®Ga
puede ser producido a través de un sistema gemedad@adionucleidos, siendo una
gran ventaja frente los radionucleidos PET masthalpiente utilizados como sofF,

He, BN, 0, **cu y*4, los cuales se producen mediante ciclotron.

1.7.2 Propiedades quimicas

En solucion acuosa el Unico estado de oxidaci@bkespara este metal es +3, donde el
Ga* es solamente estable en condiciones &cidas. iBteslalo de pH de 3-7 se puede
hidrolizar, formando complejos hidroxilo insolublesmo Ga(OH) si su concentracion
supera el rango de nanomolar, mientras que a pbldfigco su solubilidad es alta
debido a la formacion casi en exclusiva de ioneg@&l),)" (Moerlein y Welch, 1981,
Green y Welch, 1989; Bernstein y cols., 1998). Raitar la formacion de Ga(Ok])
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durante las reacciones de marcaje de moléculas®®Gm se utilizan tampones con
propiedades acomplejantes débiles de metales cened easo del acetato sédico o
HEPES (4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénigeermitiendo de esta forma poder
realizar sintesis a pH a 3,5-5 (Buchmann y col3,72 Maecke y cols., 2005; Meyer y
cols., 2004; Velikyan y cols., 2004; Heppeler yscol999; Koukouraki y cols., 2006).
Aunque los rendimientos radioquimicos de sintesi®’%a mediante el uso de tampén
HEPES han sido muy altos (Bauwens y cols., 2010ky&n y cols., 2004) su uso en
clinica aun no ha sido autorizado (Velikyan y c&€08; Velikyan y cols., 2010).

El cation G&' tiene una quimica de coordinaciéon muy similaoal F€*, ambos poseen
una carga +3 con un radio iénico de 0,62 A pa@a! y de 0,65 A para el Fé(Base

y cols., 1986) y siendo seis el principal nimeraderdinacién de ambos. El ion ta
se clasifica como un &cido de Lewis fuerte, forntandmplejos termodinamicamente
estables con ligandos que actian como bases des Lfewites, es decir, forma
complejos estables con ligandos que contienen &atonadores de electrones como
oxigeno, nitrégeno y azufre (Fani y cols., 2008jteEfenémeno hace que€Ga sea
adecuado para el marcaje directo de diversas matfoulas, aunque una de las
estrategias mas utilizadas para marcar moléculas °&a es mediante agentes
guelantes bifuncionales (AQB) los cuales han deradstalta afinidad frente a galio,
por lo tanto, la reacciones de marcaje ¢8@a suelen realizarse mediante AQB

previamente conjugados a moléculas bioldgicamentieas.

Los AQB forman complejos estables con cationes lmetdy permiten unirse
covalentemente a las moléculas de interés. EIl m&@B puede acomplejar diferentes
cationes, haciendo posible usar la misma molécatavaapara diagndéstico y para
terapia, empleando diferentes radionucleidos, fem@ntonocido comttheranostics”
(Roesch y Baum, 2011). Asi, ®Ga tiene un gran potencial diagnéstico, planifiéaci
radioterapica y seguimiento a la respuesta en quiadioterapia, ya que la misma
molécula marcada con radionucleig$™®Y o *"Lu) puede emplearse para terapia. La
mayoria de los agentes quelantes disefiados pata@ehexadentados, aunque existen
guelantes que son establasvivoy tienen niumeros de coordinacién de cuatro o cinco.

Los AQB conjugados a una molécula deben ser capagelar el GH de forma répida

&
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y eficiente, ademas, la unién del*aon el AQB debe ser cinéticamente estable en un
intervalo de pH de 4-8 y frente a la presenciatdesaationes presentes en suero como
cd’, z**, Mg** o F€* y ademas deben ser solubles en los solventezadiils.

Diversos agentes quelantes bifuncionales han staliedos como es el caso de los
agentes lineales de cadena abierta como el EDTAl¢Aetilendiaminotetraacético) o
DTPA (acido dietilentriaminopentaacético) (FigurB) ¥ sus derivados, los cuales son

ampliamente conocidos en radiofarmacia empleandoseipalmente para el marcaje

conn o %%.

HOL— /—\ /~COAH HoL, /M /M oA
T\ b J
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HOC COH HO, H COH

Figura 21.Férmula estructural de los agentes quelantes hdoates lineales mas utilizados en la
actualidad: EDTA (izquierda) y DTPA (derecha).

La mayoria de estos complejos, aunque tienen edsveidéticas de marcaje, muestran
baja estabilidaih vivo ein vitro, con la posibilidad de eliminacion o transqueladiél
radionucleido. Por ello, que en la actualidad, ficamente han dejado de utilizarse y
han sido reemplazados por compuestos macrocictiasados en carboxilato como
DOTA (acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4;Tetfaacético) y NOTA (acido
1,4,7 triazaciclononano-1,4,7-triacético) (Boscluoys., 2013) (Figura 22); también han
sido estudiados quelantes macrociclicos basadofosfimatos como TRAP (acido
triazaciclononano fosfinico) y sus derivados (Siekey cols., 2012; Notni y cols.,
2012).
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Figura 22. Férmula estructural de los agentes quelantes bdnates macrociclicos méas utilizados para
®Ga en la actualidad: Ga-NOTA (izquierda) y Ga-DO(B&recha).

El principal requisito para poder usar®5an el marcaje de diferentes moléculas con
fines diagnosticos es la estabilidad termodinardedacompuesto final para poder evitar
fendmenos de transquelacion principalmente debidoda proteina plasmatica
transferrina, ya que ésta es una proteina trarsfmet de F& y tiene alta afinidad de
unién por el G, con una constante de afinidad de log K = 20,31{sly Pecoraro.,
1983). Por lo tanto, los complejos marcados deben serasibles que el complejo
transferrina-G& con el objetivo que no se produzca intercambioesia proteina, que

resultaria en una acumulacién®@@a en higado y pulmén de los pacientes.

Aunque existe un continuo desarrollo para la meglmdos AQB y a pesar que otros
muestran mayor estabilidad y mejor cinética de &midn con G, hoy en dia el
DOTA es el mas utilizado (Figura 22), pudiendo agarse facilmente por las cadenas
laterales permitiendo posteriormente ser unido dérinal de diferentes péptidos,
proteinas y anticuerpos de bajo peso moleculartegungan un interés en el estudio
mediante PET. Una de las principales ventajas d&T® frente a otros AQB es que
este muestra gran afinidad por radionucleifosomo *®Y o ""Lu utilizados para
terapia, permitiendo de esta forma realizar estudetheranostics.
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Figura 23. Esquema de reacciones®@a con DOTA (arriba) a 90° y NOTA (abajo) a tempbiente.

La reaccion de sintesis 8&a con DOTA tiene una cinética de formacién lepta, lo
tanto, se ve favorecida tras calentar entre 80 ¢ 0D (Figura 23). El proceso de
calentamiento durante la reaccién de marcaje ptedlizarse de forma convencional
con una placa calefactora 0 mediante un microonBascalentamiento mediante
microondas disminuye el tiempo de la reaccion gearmieduce reacciones secundarias,
aumenta los rendimientos y proporciona mayor regibdidad (Elander y cols., 2000;
Velikyan y cols., 2004). Las aplicaciones més inaates coti®Ga en radiofarmacia se
basan en el marcaje de moléculas de naturalezadipeptle bajo peso molecular,
destacando los analogos de somatostatina (Romdargillo, 2012) debido a que han
demostrado alta afinidad frente a los receptoresodeatostatina que se sobreexpresan
en tumores de origen neuroendocrino (TNE). Loscayuél de somatostatina marcados
con ®Ga mas empleados en la actualidad $86a- DOTA-TyrF-octredtido {°Ga-
DOTA-TOC), ®®Ga-DOTA-Naf-octreétido {¥Ga-DOTANOC) y *®Ga- DOTA-Tyr-
octreotato £Ga-DOTATATE) (Antunes y cols., 2007; Fani y col8Q08; Banerjee y
Pomper, 2013).
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Capitulo 2: Objetivos

1. Desarrollo de un generador &fi&ef°Ga. Caracterizacion de 6xidos metalicos
como fase estacionaria de un generador y estudiastbilidad frente a la
radiolisis. Desarrollar un generador piloto y eaalo en el tiempo mediante
ciclos de elucidon. Realizar un escalado de actividentando un generador

prototipo.

2. Implementaciéon de un sistema manual para purificazoncentrar el’®Ga
obtenido a partir de un generador #6ef®Ga, basandose en el uso de una

resina de intercambio anidnico.

3. Aplicaciones def®Ga en tomografia por emisién de positrones:

a) Radiotrazadores 6sed®ealizar un estudim vivo comparativo d&®Ga-
EDTMP y ®®Ga-BPAMD frente a'®F-NaF mediante la cuantificaciéon de

imagenes PET en animales de experimentacion sanos.

b) Evaluar el uso directo def?Ga obtenido del generador prototipo
desarrollado anteriormente mediante el marcajerdanélogo de la hormona
estimulante de melanocitos (DOTA-NAPamida). Evalwgr ®*Ga-DOTA-

NAPamida como potencial radioligando PET en el nistico de melanomas

utilizando un modelo animal.

C) Analogos de somatostatina. Evaluar el proceso maleupurificacion y
concentracién deé’Ga eluido de un generador mediante la sintesiséiegos
de somatostatina (DOTA-TOC, DOTA-NOC, y DOTA-TATRAra la deteccion
mediante PET de diferentes tumores de origen nedoaeino, feocromocitoma,
meningioma y tumor pulmonar de origen neuroendoceim diferentes modelos
animales. Colaborar en la implementacién del distjod de este tipo de

tumores mediant®Ga del primer caso clinico presentado en Espafia.
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Capitulo 3: Generador de®®Gef°Ga

3.1 Introduccioén

Existen generadores 8%ef®Ga descritos desde hace mas de cincuenta afios¢6)ea
1960; Greene y Tucker, 1961; Yano y Anger, 19649 ea la Ultima década ha surgido
un gran auge défGa en medicina nuclear, tanto clinica como experialeEsto ha
sido principalmente debido al aumento de nuevasampbnes con este radionucleido,
no solo en diagndstico, sino también para la pladfon del posterior tratamiento de
numerosas patologias, permitiendo realizar “Thestiesy (Roesch y Baum, 2011).
Este término se basa en la capacidad de marcarstaammolécula tanto empleando
radionucleidos con fines diagnésticos, como puedelscaso deffGa u otros emisores
B* y con radionucleidos emisor@sutilizados para terapia, permitiendo de esta forma
realizar y monitorizar un tratamiento. Por lo tardebido al potencial d&fGa, en la
actualidad, se estad trabajando en el desarrolloestes generadores hacia la

optimizacion para su uso clinico desde el punteista regulatorio (Roesch, 2013).

La mayoria de este tipo de generadores descritds dmsados en la separacion
selectiva del par de radionucleid®%Ge y ®®Ga mediante el uso de una columna
cromatografica. El radionucleido padre es adsorleidda columna compuesta de un
agente que ejerce un alto grado de interaccion rynpedio de un proceso o ciclo

posterior de elucién usando un solvente espedifioao fase maovil, puede obtenerse el
radionucleido hijo mientras que el padre permamgct columna. Dependiendo de la
naturaleza de los distintos materiales utilizadasapel disefio de la columna estos

generadores pueden clasificarse en generadoregutaleza organica o inorganica.

Los generadores de tipo organico se fundamentém iateraccion del Gé con grupos
fendlicos, destacando los basados en pirogaloldlmtemido (Schumacher y Maier-
Borst, 1981; Neirinckx y cols., 1982), los basados un polimero de estireno-
divinilbenceno que contiene grupos N-metilglucamiNakayama y cols., 2003) y en
derivados de silice (Zhernosekov y cols., 2010).
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Los generadores de tipo inorganico son mas numergsoque al trabajar con
soluciones radiactivas se involucra la energiaadpalrticulas o fotones emitidos, las
cuales son en general, superior en varios ordenesagnitud a la energia de enlace de
la mayoria de las moléculas de naturaleza orgapisdiendo ocasionar procesos de
destruccién. Este proceso es conocido como ragidlidos compuestos inorganicos,
generalmente, suelen ser mas resistentes. Respdd® generadores de naturaleza
inorganica destacan los basados efOA(Greene y Tucker 1961; Egamediev y cols.,
2000), AI(OH} o Fe(OH) (Kopecky y cols., 1973; Kopecky y Mudrova, 1978hG
(Girardi y cols., 1970; Loc'h y cols., 1980; McEtway cols., 1984; Tang y cols., 1997,
Cheng y cols., 2000; Aardaneh y Van der Walt, 20@8p, (Malyshev y Smirnov,
1975), ZrP (Jun Young Lee y cols., 2016), F{@eirinckx y Davis, 1980; Razbash,
2003), FeO3; (Ambe, 1987; Cao y cols., 1998) y C4Bao y Song, 1983;. Song y Bao,
1995). Mas recientemente han sido estudiados ¢erpasposito 6xidos nano-metalicos
como t-ZrQ (Chakravarty y cols., 2011), un derivado de €BAN (Chakravarty y
cols., 2010) y Sn®mesoporoso (Chakravarty y cols., 2016b). La Figurauestra un
resumen de los principales generadore¥’@ef®Ga descritos basados en columnas de

oxidos metalicos y compuestos organicos (IAEA, 2013
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Figura 1. Resumen de los principales generadores descet&dfGa (IAEA, 2013).
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Los generadores d&Gef’Ga mas utilizados y disponibles actualmente de dorm
comercial se describen a continuacion; un resurelasiprincipales caracteristicas de

estos generadores se recoge en la Tabla 1.

El generador basado en TGi@Gnodificado, descrito en 2003, ha sido disefiado por
Ciclotron Ltd (Rusia). Este tipo de generador zdilicomo eluyente HCI 0,1 M y
muestran rendimientos de elucién &i&a de alrededor del 75% cuando es nuevo, con
un contenido d€®Ge en el eluido del 5 x 8. Estos rendimientos pueden verse
alterados con el uso, después de aproximadameaite & 200 eluciones descendiendo
hasta aproximadamente el 50% de eficiencia de delude °®Ga y aumentando el
contenido er?®Ge alrededor a 1 x 19 (IAEA, 2013; Meyer y cols., 2004; Velikyan y
cols., 2004; Asti y cols., 2008).

Un generador similar es el disponible por EckeiZi&gler (Alemania). Este generador
se eluye con 7-10 mL de HCI 0,1 M y la eficienciaaducién dé€®Ga cuando es nuevo
es 70%. Este rendimiento puede disminuir si el el no se eluye con regularidad.
El contenido ert®Ge normalmente oscila entre 3 x°% cuando es nuevo y hasta 5 x
10°%% después de 200 eluciones o con un afio de usienpdodalcanzar valores de 1 x
10°% si el generador no se eluye durante unos dias,neemalizandose estos valores
después de varios ciclos de elucion sucesivos (IAA3;0cak y cols., 2010; Petrik y
cols., 2011).

Otros sistemas que utilizan un 6xido metalico cdase estacionaria son los basados en
SnG producidos en iThemba Labs (Republica de Sudafrieste generador es eluido
mediante una solucién de 5-6 mL de HCI 0,6-1 M dieal rendimiento 80% d&Ga
obtenido y su contenido &fGe de 2 x 18% (IAEA, 2013).

También existen generadores comerciales basaddereados de silice, estos tipo de
generadores han sido desarrollados y comerciakzgdo ITG Is6topos Tecnologic
Garching GmbH (Alemania). Los generadores de IT@&lagen usando HCI 0,05 M

con un rendimiento de elucién &i&a> 80% y un contenido €fiGe de 5 x 16%.
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g
)
3
| - =
SnG, TiO, TiO, -SiO, SnG, CeO,-PAN
HCI0,6-1 M HCI0,1 M HCI 0,1 M HCI 0,05 M HCI1 M HCI0,1 M HCI 0,1 M
5-6 mL 7 mL 7-10 mL 4 mL 5mL 1,1 mL 4-5 ml
Datos generador nuevo
% %¢Ga eluido---
65%°
80%”" 80%*?
75%* 70%" 80%°
75%° " 80%° 50%* 70-75%"
g 80% 80%° 80%°
100% : 80%°
60-75
---% **Ge eluido---
2x10°%" 5x10°%° b 5x10°%°
3 x10°% 5x10°%* 1x10°%* 1 x10°% ©
1x10°%° 1x10%%° 5x 10%%°
---Metales---
(Pb, Zn, Al, Ni  (Pb, Zn, Al, Ni (Fe, Cu, Ga, Ni
(Fey Sn) (Fe, Ce y Mn)
y Cu) y Cu) y Pb)
- < 0,5 ppm <0,1 ppm
5-150 ppm <2 ppm <7,2 ppm
(total)® - (total) ®
(total)® (total)® (individual) ®
Datos generador con el tiempo de uso
% %¢Ga eluido---
50% 60% 60% 70%
(1 afo)* (1 afio)? (1 afo)? (1 afo)° 36% 60% 70%
75% 50% 50% 60% (300 dias} (1 afio)? (1 afo)°
(300 diasy (1 afo)° (1 afo)° (9 meses}
---% **Ge eluido---
5x 10°%
1 afio)°
2 x 10% 1 x 10% ( 2) 6 x 10°% .
~ o 6 x 10°% ~ 8 x 10°%
(1 afio)® (1 afo) (1 afo)°
; (1 afo)° . - (1 afo)°
1x10°% . 6 x 10°%9 .
(300dias} 5 x 10°% © ) 1x10%% °
fas meses
5 x 10'%
(450 dias]
---Metales---
(Sn, Fe, Cu, Mn (Ti, Fe, Cu, Mn  (Si, Fe, Cu, Mn (Ce, Fe, Cu,
y Al) y Al) y Al) Mn y Al)
1-20 ppm 1-10 ppm <0,1ppm <0,1 ppm
(total) © (total)© (total) © (total)©
---Productor---
iThemba Cyclotron E&Z ITG PARS Isotope IRE Elit BARC
(Sudéafrica) (Rusia) (Alemania) (Alemania) (Irén) (Bélgica) (India)

2ficha técnica,” IAEA, (2013).° Chakravarty y cols., (2016a)¢ de Blois y cols., (2011}.Chakravarty y cols., (2010) Lin y cols., (2012).
9 Chakravarty y cols., (2016c).

v \
D

Tabla 1. Resumen de los generadores comercial&&*Ga
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Recientemente también se han introducido tres rsugeaeradores en el mercado. El
primero de ellos, comercializado por PARS Isotdp@&nj, basado en Sn(QFazaeli y
cols., 2012) y eluido con 1 M de HCI, con rendinsnde elucién del 50% cuando es
nuevo, descendiendo después con el uso hasta e} 86fun contenido efiGe de 5 x
10°%.

Otro, es el comercializado por IRE Elit (Bélgicae utiliza una solucion de 0,1 M de
HCl como eluyente, con un rendimiento de elucioh d®75% cuando es nuevo,
decreciendo hasta el 60% después de un afio y tenamerf°Ge de 1 x 10%.

Por udltimo, el generador basado en nanocerio-pol@aaitrilo (CeQ-PAN) el cual es
disefiado en el Bhabha Atomic Center (India) tiemlimientos de elucién #&Ga del
80% y con un contenido &fGe del 1 x 16%.

Sin embargo, estos generadores comerciales no &stédbados para su utilizacion en
clinica, exceptuando el de Eckert & Ziegler el cemlel Unico que actualmente consta
de autorizacion por parte de la Agencia Europeavideicamentos. Esto se debe
fundamentalmente a que disminuye el rendimienteldeion de®®Ga y aumenta el
contenido er’®Ge con el nimero de eluciones y el tiempo de usesttes (Roesch,
2013).

La mayoria de los generadores de radionucleidodeampxidos metalicos a granel
como fase estacionaria en la separacion cromatogrdfos oxidos metéalicos a granel,
en general, muestran una baja capacidad de ahsotma selectividad limitada, una
baja estabilidad quimica y una alta degradaciéndded la radidlisis cuando su uso es
prolongado (Chakravarty y cols., 2016b). El usondeomateriales empleados como
fase estacionaria en comparacion a los sorbergesnal convencionales puede ser una
alternativa debido a sus diferentes propiedadésoftgiimicas (Dash y Chakravarty,
2016). Una serie de adsorbentes basados en namahestdran sido recientemente
estudiados, entre los que destacan tZ@eQ-PAN y SnQ mesoporoso, mostrando
resultados prometedores para la preparacion deagmes dé°Gef®Ga (Chakravarty

y cols., 2010; Chakravarty y cols., 2011; Chakrgvgrcols., 2016b).
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Los objetivos principales de este capitulo son:

Estudiar diferentes nanomateriales de 6xidos dmitity estafio como fase
estacionaria de una columna cromatografica padesarrollo de un generador
®8Gef®Ga, valorando la separacion selectiva del par geomagalio mediante

la determinacion de sus coeficientes de distribueidiferentes concentraciones

de acido clorhidrico.

Caracterizacion de los 6xidos mas prometedoresuylias su estabilidad frente

a la radidlisis.

Desarrollar un generador piloto y evaluarlo enie@inpo mediante ciclos de
elucién, estudiando los rendimientos®d®a obtenido y el contenido G&%e en

la elucion.

Realizar un escalado de actividad montando un gdoerprototipo de 740
MBq, evaluando el rendimiento de elucion, perfil elacion y contenido de

metales Y°Ge en el eluido durante 1 afio y mas de 300 cidasution.

3.2 Materiales y Métodos

Se emplearon reactivos de grado analitico en tldosxperimentos; acido clorhidrico
34% (Ultrex Il, J.T. Baker), hidréxido sdodico (Sigmldrich) y agua desionizada,

Milli-Q ultrapure water system (Millipore Corp.).

Los 6xidos de titanio estudiados fueron: TiGistalizado en forma de anatasa con

tamafo de cristal del orden de 25 nandmetros @&W(TiO,.na), TiG, cristalizado en

forma de anatasa con tamafio de cristal del ord@9@@&andmetros (Panreac) (1i&)

y TiO, cristalizado en forma de rutilo obtenido mediacééentamiento del Tiga a
1200 °C en un horno (TKD).
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Y los Oxidos de estafio: Sp@btenido a partir de SnCk 5 H,O (Acros Organics)
mediante una hidrdlisis en medio basico con Ngd&hy.ac) y SnQ obtenido de Snp
ac después de ser sometido a una serie de lavad@goa desionizada para eliminar el

exceso de cloruros (Saf@).

Los 6xidos, TiQr, SnQ.ac y SnQla, se sintetizaron por el Departamento de Quimica
Inorganica (Facultad de Farmacia perteneciente &rwersidad Complutense de
Madrid).

Ademas, también se estudiaron: Sbtenido de forma comercial (metastannic acid,
Keeling & Walker) (Sn@-co) y SnQ-co sometido a un proceso de calcinado a 900 °C
durante 3 horas en un horno y enfriado hasta acammperatura ambiente con el

objetivo de aumentar su tamafo de cristalinida®¢Smal).

Todos los oxidos: Tigna, TiG.a, TiG,.r, SnQ.ac, SnQ@la, SnQ-coy SnQ-cal se
tamizaron con un tamiz de laboratorio de aceroidabe, seleccionando el tamafno de

particulas con rango de 100 a 150 micrometros.

3.2.1 Determinacion de los coeficientes de distribidn (Kd)

Con el objetivo de estudiar la capacidad poterigadeparacion de los diferentes 6xidos
del par®®Gef®Ga, se determinaron los coeficientes de distribu¢id) para los iones
germanio y galio a diferentes concentraciones d#adorhidrico. Los iones de Ge se
obtuvieron empleando una solucién comercial®@®@ef®Ga JSC Isotope (Rusia) en
equilibrio radioquimico secular y los iones de Ga uha alicuota diluida d&Ga
obtenida a partir de un generador comercial de T@lotron Co. Ltd. (Rusia). Para
ello, se emplearon viales con fondo cénico losesiabntenian 50 mg de los diferentes
oxidos en 5 mL de soluciones de HCI a diferentexentraciones junto a una pequefia
alicuota que contenia actividad (1,85 % B) procedente bien de la solucién comercial
o bien de la elucién de un generador comercidf@ef°Ga.
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La mezcla se agitdé durante 3 h a temperatura amebjeposteriormente, se centrifugé
utilizando una centrifuga de laboratorio modeloG&ppendorf) a 3800 RCF 10 min.
El sobrenadante se separ6 pipeteando cuidadosapaatao remover el precipitado y
se transfirié a un tubo. Finalmente, el precipitadolavo tres veces (1,5 mL) usando
HCI a la concentracion correspondiente y transfdeelos lavados al tubo que contiene
sobrenadante. Los estudios de Kd para cada Oxiteabearon por triplicado tanto para

germanio como para galio.

Los Kd del galio se calcularon cuantificando laivadad de ®®Ga inmediatamente
después de la centrifugacion empleando un contdeacentelleo sélido automatico
Cobra (Perkin Elmer) con la configuracion de veatapropiada (de 400-600 keV) para
detectar los fotones gamma de 511 keV procedemdsa deaccion de aniquilacion.
Mientras que para el célculo de los Kd del germadibido a que el®Ge decae
Uunicamente por captura electronica su actividaguemle ser estimada directamente, por
lo que tanto el sobrenadante como el precipitadteggon decaer durante 24-48 h para
asegurar la completa desintegracion radiactiva®#@# que pudiese estar presente en
ese momento. Transcurrido ese tiempo, existe faémage °®Ga debido al propio
decaimiento d&°Ge, hasta que ambos radionucleidos estan en eguildmioquimico
secular y por tanto tienen la misma actividad, eenmdo de esta forma estimar la
actividad d€®Ge mediante la cuantificacién de la actividad%®&a. Los valores de Kd,

expresados en mL/g, se calcularon utilizando laisige expresion:

(At - Aun)V
Aynm

[1]

Kd =

Donde, A es la actividad empleada,,Aes la actividad en el sobrenadante, V es el
volumen de la solucién expresada en mL y m es kardal 6xido expresada en g.

Los 6xidos con mejores valores de Kd se caractenizg evalud su capacidad de

adsorcion y su estabilidad frente a la radiolisis.
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3.2.2 Caracterizacion de los 6xidos seleccionados

Los 6xidos seleccionados se caracterizaron usaihel@mtes técnicas analiticas con el
objetivo de estudiar su estructura y propiedadescdaracterizacion se llevo a cabo
gracias a la colaboracién con algunas unidade€I#\VAT, concretamente: Difraccion
de rayos X (XRD) con la Unidad de Residuos de Adetividad, microscopia
electronica de barrido (SEM) con la Divisién de btatles de Interés Energético y
Brunauer-Emmett-Teller (BET) con la Unidad de GgadoAmbiental Aplicada. El tipo
de cristalinidad se calcul6 cualitativamente megiamediciones por difraccion de rayos
X usando un equipo X'Pert MPD-(Philips) y para #ireacion del tamafio de los
cristales se empled el método Langford, (1992%salidio por microscopia electrénica
de barrido se realiz6 usando un equipo JSM 6404l)(yela superficie de area y el
tamafno de poro se calcularon mediante la técnich @Btizando para ello el equipo
ASAP 2020 (Micromeritics).

3.2.3 Determinacion de la capacidad de adsorcion

La capacidad de adsorcion maxima se calculé eniconds estéaticas. Para ello, se
usaron viales cénicos que contenian 22 mg de fesedies 6xidos y se les adicioné 2,2
mL de una solucion de Ge libre de portador, preeiste preparada disolviendo 160 mg
de GeQ en una solucion de NaOH 0,1 N y ajustada con HECbntinuacion se afiadio
una alicuota de 1,85 x 18q de®®Ge. La concentracion final de la mezcla resultante
fue de HCI 0,5 M y 5 mg/mL de Ge.

La mezcla se agitdé durante 3 h a temperatura amebi®wosteriormente, la solucidon

sobrenadante que contenia germanio no adsorbidsemad por centrifugacion del

precipitado que contenia germanio adsorbido de dosimilar a la descrita en el

apartado de determinacion de los coeficientes deitmicion (capitulo 3, apartado

3.2.1, pagina 106). Para la cuantificacion sezdtilin contador automatico de centelleo
sélido Cobra (Perkin Elmer) dejando decaer previgemdas muestras durante un
periodo de 24-48 h.
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La capacidad maxima de adsorcion, expresada comoGeig oxido, se calculo

utilizando la siguiente expresion:

A — A )m
Capacidad de adsorcion = M
AtmOx

[2]

Donde, Ay As representan la actividad total empleada y la i@etds del sobrenadante
respectivamente, g es la cantidad de germanio empleada expresadaggnmay la

masa del oxido expresada en g. Este experimemaakzd por triplicado.

3.2.4 Irradiacion de los oxidos

Con el fin de estudiar la estabilidad frente aaldiacion de los 6xidos seleccionados se
estimo la dosis tedrica que podrian recibir alutdizados como fase estacionaria de un
sistema cromatografico en el interior de la colurdaaun generador con una actividad
de 1,85 GBq d&Gef®Ga durante el periodo de 1 afio.

Las condiciones de irradiacion se simularon mediariidigo GAMOS (GAMOS,
2011). GAMOS es un cbdigo de programacion queaesdacilita el uso del cédigo de
transporte de la radiacion GEANT4 sin necesidagrdgramar en C ++. GEANT4 se
basa en métodos de Montecarlo, ya que las estinexibasadas en este método son
una de las herramientas mas precisas para el @statiransporte de la radiacion en
geometrias complejas. El modelo desarrollado em estudio fue: los Oxidos
distribuidos de forma homogénea y compacta corgeonaetria cilindrica (5 x 0,6 cm;
altura x radio interno) donde se adsorbid®&e, empaquetados en una columna de
borosilicato (5 x 0,6 x 0,66 cm; altura x radiceimo X radio externo) y recubierta de un
blindaje de plomo de forma cilindrica (10 x 0,666 cm; altura x radio interno x
radio externo). De este modo, se calculé la dosis gesintegracion en la fase

estacionaria (expresada como Gy/desintegracion).
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El nimero total de desintegraciones, dturridas en el periodo de un afio se calculd

mediante la siguiente ecuacion:

‘ —Ae™™] A4
N, = fAOe-Mdt = lTl = — (1- e
0

Donde, A representa la actividad 8%be en equilibrio}. la constante de desintegracion

radiactiva def°Ge y t tiempo transcurrido estimado.

Como el®®Ga se encuentra en equilibrio radioquimico secotar su radionucleido
padre®®Ge, que tiene un{kde 270,95 d, el nimero de desintegraciones proasi@d
ese tiempo es necesario multiplicarlo por dos parsiderar también la contribucién
del ®®Ga. De esta forma se estimé la dosis teérica @aibn los diferentes 6xidos del

generador.

La irradiacién se llevd a cabo en la Planta dediagion NAYADE (Figura 2),
perteneciente al CIEMAT. Esta instalacion se corep@una piscina de agua de 1,2 m
de lado y de 4,5 m de profundidad, en cuyo intgrr@senta varias fuentes radiactivas
de®°Co, radionucleido emisor de rayos gamma con eredgial, 17 y 1,33 MeV. Estas
fuentes radiactivas se disponen agrupadas en ldes diferente actividad,
fundamentalmente debidos a su edad de adquisipgmitiendo diferentes dosis de
irradiacion en funcién de la distancia y tiempoegposicion de los materiales a irradiar

a las fuentes.

La tasa de dosis experimental se determind mediantistema de dosimetria Fricke
(Fricke y Morse, 1927; Fricke y Hart, 1966). El ohostro Fricke es reconocido como
un patron de referencia secundario para dosimeggri@tas dosis (ICRU, 1969; ASTM,
1984; IAEA, 1985) y es ampliamente utilizado come§ de calibracion. Este método
proporciona una medicion fiable de la dosis absiaren agua, basandose en un proceso
de oxidacion inducida por efecto de la radiacidnzante de los iones hierro, de ferroso

a férrico, en solucion acuosa acida. El dosimetrona solucion de Fe(NH(SOQy), x 6

&
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H,O y NaCl disuelto en $$0, permitiendo medir la dosis absorbida mediante el
aumento de la absorcion de luz a una longitud die @specifica. Para ello, se emple6
un espectrofotbmetro previamente calibrado UVISPEX (Hilge & Wattsat) y a

temperatura estable, midiendo la absorcion derida eegion de 300 nm.

Figura 2. Planta de irradiacién Nayade perteneciente al GAEM

3.2.5 Preparacion y evaluacion de generad6iGe/°Ga piloto

Dos columnas de borosilicato (5 x 0,6 x 0,66 criyralx radio interno x radio externo)
provistas de una frita de politetrafluoroetilen@FE) (20 um) tanto en la parte inferior
como en la superior, se recubrieron con un cilimrgplomo que actiia como blindaje
(10 x 0,66 x 5,66 cm; altura x radio interno x madkterno) y empaquetadas con 1,5 g
de cada 6xido seleccionado. A continuacion, ser¢ewvaon 50 mL de HCI 0,5 M para
eliminar los posibles restos de particulas finast&iormente, una alicuota de HCI 0,5
M que contenia 1,85 MBq ¢&Ge libre de portador procedente JSC Isotope (Rasia)
afadi6 a las columnas, a un flujo de 0,5 mL/minedando estas cargadas
radiactivamente. En este momento, las columnaaveedn con 50 mL de solucion de
HCI 1M para favorecer su empaquetado. Todas lasojp@es se llevaron a cabo en un
sistema cerrado usando tubos de PTFE (1,58 mméadeettio externo), como lineas de
conexion, siendo accesibles externamente séldel de entrada y el de salida. Al dia

siguiente después de la carga®@éle, los generadores estuvieron listos para su uso.

o5 (N,
B
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Diferentes concentraciones de HCI preparadas d pertacido clorhidrico 34% se
evaluaron como eluyentes, utilizando para el pmdeselucion una bomba de infusion.
Las eluciones se llevaron a cabo con regularidad, dos o tres veces al dia, durante
mas de 100 y 200 ciclos para los generadores pilmdsados en Sp@o y SnQ-cal,

respectivamente.

Los rendimientos de elucion f&Ga y su contenido éfGe del generador piloto basado
en SnQ@-co eluido se evaluaron usando HCI 0,5 M (1 mL/mi¢l 1 M (1 mL/min),
HCI 2 M (1 mL/min), HCI 1 M (1,5 mL/min) y HCI 1 M1 mL/min) en forma seca, es

decir, secando la columna con aire después deetacian.

Los rendimientos de elucion f&Ga y su contenido éfGe del generador piloto basado
en SnQ@-cal eluido se evaluaron usando HCI 0,5 M (1 mLjp#Cl 1 M (1 mL/min),
HCI 2 M (1 mL/min), HCI 1 M (1,5 mL/min), HCI 1 MO(5 mL/min) y HCI 1 M (1

mL/min) en forma seca, es decir, secando la coluronaaire después de cada elucion.

El contenido en®®Ge en los eluidos se calculé mediante espectrame@mnma
utilizando para ello un espectrometro gamma de geioncoaxial (Ortec). Todas las
muestras se dejaron decaer durante mas de 48 hapagurar la desintegracion
radiactiva completa d®Ga. EI®®Ge se calculé6 mediante la cuantificacién del pieo d
511 keV en el espectro obtenido (Figura 3), queesponde a la desintegracion
radiactiva d€°Ga generado por &Ge, ya que ambos estan en equilibrio radioquimico

secular y por tanto se encuentran presentes cuoisiaa actividad.

511KeV

cps

.

-

1077 KeV

T
MM”‘"’WWWM

Energia (KeV)

Figura 3. Espectro gamma d&Ga.
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La actividad dé€°Ga eluida de los generadores se cuantificd expataimente usando
un activimetro VCC-405 (Veenstra Instruments) pamente calibrado, y el
rendimiento de elucion se expres6 como el porcerdaj la actividad experimental
respecto a la actividad tedrica estimada presentdaecolumna del generador,
corregidos ambos valores por el tiempo de decatmignexpresados a la hora de

comienzo de la elucion.

La actividad teérica défGa para la primera elucién €A, se dedujo de la siguiente
ecuacioén, que corresponde al equilibrio radioquinfezuacion 14, capitulo 1, apartado
1.4.1.2, pagina 41):

Atarz ey = A1,t=0(1 - e_lzt)

[3]

Donde, A o es la actividad d&®Ge cargada en el generadas,es la constante de
desintegracion radiactiva d&iGa y t es el intervalo de tiempo que transcurreeeiat

elucién y el momento en el que el generador sedcarg

Para el célculo de la actividad tedrica 8a de la segunda elucién y sucesivas es
necesario tener en cuenta el decaimiento®¥@& mediantge~*1t1), empleandose la

siguiente ecuacion:

Ata e ety = A1,t'(€_)“1t1)(1 _ e—/‘lzt')

[4]

En la cual, aparecen nuevos términos, siende)atactividad dé°Ge, t es el intervalo
de tiempo que transcurre entre la elucion y el mmmen el que el generador se cargo,
A1 es la constante de desintegracion radiactiva®Bs vy t corresponde al intervalo de

tiempo transcurrido desde la elucién anterior.
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3.2.6 Preparacion y evaluacién de generad8fGe/f°Ga prototipo

La preparacion del escalado en actividad del geoenarototipo se realiz6 de manera
similar a la descrita en el apartado anterior,izatiido una columna compuesta de
borosilicato Bench Mark (Omnifit) con dimensiones H00 mm de alto y 6 mm de
radio interior, provista de una frita (20 micras) RITFE en la parte superior e inferior y
recubiertas de un cilindro de plomo de 50 mm dees®p seguido de los filas de
ladrillos de plomo de un espesor total de 100 mug gctian a modo de blindaje

(Figura 4).

Figura 4. Columna del generad8iGef®Ga prototipo: sin blindaje (izquierda) y blindadmglomo
(derecha).

El 6xido seleccionado (4,5 g) se empaquet6 enllanum y se cargd con 740 MBqg de
actividad de’®Ge JSC Isotope (Rusia) a un flujo de 0,5 mL/ming&ierador prototipo
se eluyd de forma hiumeda y seca, usando solucametCl 0,5 y 1 M, empleando un
flujo de 1 mL/min. El rendimiento de elucién, pede elucién y el contenido €fiGe
en el eluido se evaluaron durante un periodo déid, eluyendo regularmente el
generador en intervalos de una, dos o tres veaHa,dlasta alcanzar 305 eluciones.
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El contenido de®®Ge en el eluido se cuantific6 mediante espectrdaneiamma
utilizando para ello un espectrometro gamma de geioncoaxial (Ortec). Todas las
muestras se dejaron decaer durante mas de 48 hapagurar la desintegracion
radiactiva completa d&Ga eluido. EI*®Ge se calculé mediante la cuantificacién del
pico de 511 keV en el espectro obtenido, que coorede a la desintegracion radiactiva
de ®®Ga generado por &fGe, ya que ambos estan en equilibrio radioquingcalar y

se encuentran presentes con la misma actividad.

Ademas, con el propoésito de estudiar el posiblgldeamiento det®Ge lo largo de la
columna con el numero de eluciones o con el tiedgoso, a la columna del generador
se le realiz6 una imagen PET/CT usando un equipgusAfSEDECAL), tanto al
principio, como al final del estudio. Las imagemdsST se adquirieron durante 5 min
con los siguientes pardmetros: ventana de enebflia 200 keV, y para el CT: tension
de 40 KV, corriente 150 pA, 2 exposiciones, 360ypoaiones y resolucion estandar.
Las imagenes PET se corrigieron para eventos alestde dispersion y sin correccion
de atenuacion, posteriormente se reconstruyertimamiilo 2D-OSEM (Ordered Subset
Expectation Maximization) mediante algoritmo desticonjuntos y dos iteraciones.

El contenido de las posibles trazas metalicas ptesen el eluido se cuantificd ya que
los cationes metalicos pueden actuar como competidcon el G¥ en las sintesis
indirectas mediadas por un agente quelante. Por latto, la presencia de metales
requiere concentraciones relativamente altas derhesursores, pudiendo causar una
disminucién de la actividad especifica de la mdeamarcada. Estas medidas se
realizaron en las primeras eluciones y despuésdafio de uso del generador,
correspondiente al final del estudio.

Las mediciones se llevaron a cabo usando un eépestio Thermo X series I,
espectrometro Varian 735ES y un cromatografo iobBimmex 4500i, perteneciente a la
Division de Quimica (CIEMAT). Se determinaron lasmcentraciones de los siguientes
metales: Ag, Al, As, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, e Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Sny Ti.
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3.3 Resultados y Discusion

3.3.1 Determinacion de los coeficientes de distribuciorkd)

La retencién de un radionucleido en un determimadterial depende del coeficiente de
distribucién de dicho radionucleido. Debido a lgedincia en sus valores de Kd, los
radionucleidos padres e hijos tienen diferenteddihde retencion hacia el material
estudiado y por tanto se pueden separar eficazn@eteralmente, el radionucleido
padre tiene un valor muy alto de Kd y para el nadateido hijo es despreciable o muy
pequefio (Chakravarty y cols., 2012).

Los coeficientes de distribucion del germanio y glio obtenidos para los diferentes
oxidos estudiados usando diferentes concentracamésido clorhidrico (0,005-1,7 M)
pueden observarse en las Tablas 2 y 3, los ioneadsgaron valores de Kd mas altos

gue los iones Ga, permitiendo por lo tanto undesfte separacion.

En el caso de los 6xidos de titanio estudiados,.&jdiG;na y TiG.r (Tabla 2 y
Figura 5), los resultados experimentales mostrajoe los valores de Kd del Ge
disminuyeron a medida que aumento la concentraitgaécido clorhidrico hasta 1 M, a
partir de esta concentracion permanecieron préwdoge constantes. Los valores de Kd
a concentraciones de HCI por encima de 0,1 M fuelasitres 6rdenes de magnitud
mayores para TiPna que para Ti@a y TiO,-r.

Los valores de Kd del Ga fueron mas bajos quedb&d, siendo un orden de magnitud
mas bajo para Ti@na y TiG-r que para Ti@a y permaneciendo estables desde 0,1 M.
Por lo tanto, los mejores resultados para los afifess 6xidos de titanio los mostrd
TiO,-na (Romero y Morcillo, 2017).
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HCI (M)

0,005

0,01

0,1

0,3

0,5

0,7

13

15

1,7

TiO,-a TiO,-na TiO5-r

Kd Ge Kd Ga Kd Ge Kd Ga Kd Ge Kd Ga
5154,2 18,5 2671,3 580,2 4952 104,8
+452,1 £0,3 +295,8 78,1 +1795 294
2402,1 17,9 20218 61,4 282,1 13,7
+465 11 +171,7 +3.8 +70,8 29
19,4 13,1 1052,3 14 128,8 0,9
+1,5 +0,6 +0,9 +0,3 +175 £11
3,6 14,7 1358,6 0,8 99,7 2,1
+05 £1 +116,1 +0,8 +16,8 1,8
1,8 15,1 1099,6 1,3 56,8 2,4
+09 15 +273 04 +3,7 +1,3
2,3 15,4 9423 1.2 52,7 1,6
+02 %2 +333 04 +28 05
1,7 16,3 865,1 1,1 43,6 1,5
+05 0,7 +136 0,3 +8,2 +1,6
0,3 16,5 7395 0,8 48,5 1,4
+06 +0,7 +418 0,1 +9,1 0,8
1,4 17,4 8246 0,5 37,0 1,8
+10 0,3 +399 0,3 +39 £1
0,8 17,4 8834 0,1 35,9 2,6
+03 11 +52 01 +0,7 0,8

Tabla 2. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ge Ga'*a diferentes concentraciones de HCI para:

TiO,-a, TiO-na y TiG-r. Media + desviacion estandar (n = 3).
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Figura 5. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ge) y G&* (m) a diferentes concentraciones de HCI
para: TiQ-a (arriba, izquierda), Ti&na (arriba, derecha) y Tid (abajo, centro). Media + desviacién

estandar (n = 3).

Para los 6xidos de estafio (Tabla 3 y Figura 6)vhderes de Kd del Ge también
decrecieron al incrementar la concentracion de B680-co y SnQ-cal obtuvieron los
valores mas altos, siendo aproximadamente el qubke Sn@-cal que para Srfxo y
estando estos resultados en concordancia con @studalizados anteriormente
(Aardaneh y Van der Walt, 2006), en los cuales aselédmostrado que el empleo de
6xidos de estafio tratados térmicamente mostrarafi@a eluido y menor contenido
en®Ge en el disefio de este tipo de generadores (Rgméoucillo, 2017).
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HCI (M)

0,005

0,01

0,1

0,3

0,5

0,7

1,3

15

1,7

SnO,-ac SnQ- SnO,-co SnQ-cal
Kd Ge Kd Ga Kd Ge KdGa Kd Ge Kd Ga Kd Ge Kd Ga
5963,9 7855,8 3519,2 873,8 3888,2 4380,2 6190,5 6492,3
+618,6 +562,9 +701,5 +455 +99 +143,6  +1328,9 +685,7
4689,2 8423,2 6270,2 7402,5 4091,7 1320,6 5944,1  3839,2
+280 +1586,5 +340,5 +331,4 +5254 +1515 +£996,4 +304,5
2139,1 9,6 2585,1 4,1 3029,3 10,1 5450,8 11,2
+91 +1,7 +220,1 1,4 +188,8 +0,7 +661,2 +0,3
1279,2 2,2 1537,1 1,6 28734 4,5 38316 3,7
@1 £03 +594 05 +1259 +2,6 +1071,1 +0,6
10159 14 11153 3,1 2686,4 3,4 44533 2,5
+106,5 £0,3 +442 31 +139,3 +0,7 +5299 0,6
878,1 1,8 9079 19 2546,1 3,5 43956 2,1
+26,32 +0,6 ik 27 +0,3 +80,1 0,9 +310,1 +0,8
756,9 0,9 692,3 2.3 2602,3 4,2 47206 3
+339 £0,7 +7,1 +0,7 +1034 +1,8 +6551 +1,6
6538 14 583,7 1,4 2296,9 3,6 40056 2,8
+18,75 +0,3 +17,3 0,3 +144 0,8 +2599 +11
6139 2.1 510,8 1,5 22254 3.2 4946,8 3,8
+322 £13 +568 1,7 +196,1 +1,2 +577,8 +1,6
588,2 1,3 4775 2,6 2229,2 2,6 43544 25
+17,73 1,4 +132 0,2 +120,9 +0,2 +350,6 0,2

Tabla 3. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘e G&* a diferentes concentraciones de HCI para:

SnG-ac, Sn@la, SnQ-co y SnQ-cal. Media + desviacion estandar (n = 3).

Las nano-particulas de Syp@®e pueden considerar como aglomerados cubiertos po

grupos hidroxilo en su superficie que al interacarocon soluciones acuosas, reciben

una carga superficial dependiente del pH, que peraipal responsable de la captacion

A
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de iones metdlicos (Chakravarty y cols., 2011)s@ociones acidas, los compuestos de
germanio probablemente mayoritarios se encuentaagados negativamente, y son:
(GeO(OH)), (GeQ(OHY)* y ((Ge(OH))s(OH);)*> (Everest y Salmon, 1954;
Neirinckx y Davis, 1980). La fuerte afinidad deasstxidos para las distintas especies
de germanio i6nico a bajo pH se debe probablenerteatraccion electrostatica de
iones de germanio cargados negativamente con &fgiig cargada positivamente del
SnQ. Ya que el Ga a este pH se encuentra como idf Bar lo tanto, una separacion
casi completa, podria lograrse debido a la repulsiéctrostatica del ion con carga
positiva G&" con la superficie cargada positivamente del S(@hakravarty y cols.,
2011). Estos resultados estan en concordanciaosoralores de Kd para el Ga frente a

los de Ge obtenidos en las condiciones experimesntal

Por lo tanto, los valores de Kd obtenidos del Gerdn mas altos para los éxidos de
estafio y los valores de Kd del Ga fueron sustaneiatle bajos para todos los 6xidos de
estafio y de titanio. Por lo tanto, los posteri@ngserimentos se limitaron a evaluar lo
oxidos con mejores resultados, siendo So® y SnQ-cal los candidatos mas

prometedores para el desarrollo de generadores.
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Figura 6. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ge) y G&* (m) a diferentes concentraciones de HCI
para: Sn@ac (arriba, izquierda), Sn@a (arriba, derecha), Sn@o(abajo, izquierda) y Srfxal (abajo,
derecha). Media + desviacion estandar (n = 3).

3.3.2 Caracterizacion de los 6xidos seleccionados

La caracterizacion se llevo a cabo mediante Diféecde rayos X (XRD), microscopia
electrénica de barrido (SEM) y Brunauer-Emmett-dre{BET).

Los resultados obtenidos por XRD mostraron queploss presentes obtenidos en los
difractogramas correspondientes a &80 ySnQ-cal (Figura 7) corresponden a fases
tetragonales mayoritariamente para todos los cé@omero y Morcillo, 2017). Los
picos poco definidos y su amplitud indicaron ndera nanocristalina en ambos casos.
El tamafio medio de cristal se determiné por el deéte Langford, obteniendo 2,3 +
0,4 nm para Sngco mientras que para Sglal el tamafio se increment6 a 28,1 + 0,5
nm debido al tratamiento térmico, como tambiém§ere por la aparicion de picos mas
estrechos y afilados y de acuerdo con los residtddscritos por Aardaneh y Van der
Walt (2006).
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SnG-co SnQ@-cal
o L 1] I ™ L P

Position [*2Theta] (Copper (Cu)) Position *2Theta] (Copper (Cu))

Figura 7. Difractogramas, fase mayoritaria tetragonal, gpoadientes a Sn&o (izquierda) y Snecal

(derecha).

Los ensayos de SEM (Figura 8) mostraron que,Sa0y SnQ-cal presentaron forma

esférica con un alto grado de aglomeracion ensepéaticulas (Romero y Morcillo,

2017).

SnO-co

SnG-cal

Figura 8. Imagenes SEM, Snkzo (izquierda) y Sn@cal (derecha).
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Las isotermas de adsorcion y desorcion deaNtemperatura de nitrogeno liquido

obtenidas mediante la técnica BET se muestran Eiglaa 9.

SnO,co

20 SnCIg:alJ

L ] T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Presién Relativa (P/Po)

Cantidad Adsorbida
(cm3g STP)
i S
.

Figura 9. Isotermas BET de adsorcion (linea continua) y ag&o (linea discontinua) de;Npara Sn@

coy SnQ-cal.

La cantidad adsorbida en los valores de p/po prosim 0.99 fue de 68 éfg y 27
cm®/g para Sn@co y SnQ-cal, respectivamente. El Sp@o mostré una isoterma de
tipo |1 de acuerdo con la clasificacion de la Unlaternacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC), lo que indica una estructura mporosa (Sing y cols., 1985),
mientras que la isoterma del Sn€al fue de tipo IV aunque no mostré una meseta
caracteristica para este tipo de isotermas a\aioses de p/po, indicando que el $nO
cal tiene una estructura tanto mesoporosa comoop@a@sa (Sing y cols., 1985). El
ciclo de histéresis del Sa@al mostro que era del tipo H3, que por lo gensgahsocia
con agregados de particulas similares a placasdgnelugar poros en forma de
hendidura (Sing y cols., 1985). Las superficieseejgzas calculadas a partir de las
isotermas de adsorcién utilizando la ecuacién B&srdn 196,9 Aig y 5,3 ni/g para
SnG-co y SnQ-cal, respectivamente (Romero y Morcillo, 2017)n ®@mbargo, es
necesario tener cierta cautela con el valor obtenie la superficie especifica para
SnG-co ya que el método BET es poco fiable para remmiodin valor de la superficie

real, si la isoterma es de tipo | (Sing y cols83)9
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El radio medio de los poros se evalué mediantedor@ion de B usando el método
BHJ (Barrer, Halenda, Joiyner) y se encontr6 qaele8 y 14,8 nm para Sp®o0 y
SnGO-cal, respectivamente, indicando que el $0® es microporoso, mientras que el

sorbente Sn@cal es mesoporoso/macroporoso.

Estos valores estan de acuerdo con los descrito$Gaber y cols., (2014), lo cual

corrobora el hecho de que cuando las nanopartidal&nQ se calcinan a temperaturas
elevadas aumenta el tamafo de cristal y disminaysuperficie de area debido al
crecimiento de las particula, apreciandose un atora diametro promedio de poro
como resultado de la aglomeracion entre particlles.estudios indicaron de manera
concluyente que ambos Oxidos (SrDd y SnQ-cal) pueden ser utilizados en el

desarrollo de generadores®@&ef®Ga.

3.3.4 Capacidad de adsorcion de los 6xidos seleo@dos

Los estudios estaticos realizados mostraron quealgacidades de adsorcion del $nO
co y SnQ-cal fueron de 168 =+ 2 mg Ge/g y 139 £ 4 mg Ge/gH&l 0,5 M
respectivamente (Romero y Morcillo, 2017).

Es necesario mencionar que la capacidad de adsargiée determino bajo condiciones

dindmicas pero los resultados obtenidos bajo caris estaticas estan en linea con los
descritos por Chakravarty y cols., (2010) y por Bu{2014) en los cuales determinan

la capacidad de adsorcion de ZnNOTiO, respectivamente (Chakravarty y cols., 2010 y
por Buwa, 2014).

La cantidad de germanio presente en 37 GBq (1&1jGk libre de portador es de sélo
0,14 mg, por lo tanto, cualquiera de estos Oxidekcsionados permitiria ser

implementado en la separacién selectiva de muy attavidades del p&fGefGa.
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3.3.3 Irradiacion de los 6xidos seleccionados

La estabilidad a la radiacion del material utiliaambmo columna de un generador de
radionucleidos juega un papel decisivo en el fummiento de este pudiendo afectar de
forma directa a su vida util. Este material debe csgaz de soportar la exposiciéon

continua a la radiacion emitida tanto por el rad@eido padre como por el hijo.

El calculo tedrico mediante GAMOS comentado anter@mte proporciona una dosis
absorbida de 4,78 xI0 Gy por desintegracién. Como®Ga se encuentra en equilibrio
radioquimico secular con su radionucleido patfi@e, el nimero de desintegraciones
producidas es necesario multiplicarlo por dos parssiderar también la contribuciéon
del ®®Ga (1,85 GBq). Por lo tanto, los éxidos estudiagtarian expuestos a una dosis
de 1,81 MGy.

El proceso de irradiacion se llevo a cabo a tentperambiente, con una tasa de dosis
de 6.636k Gy/h y con una falta de uniformidad deldasis de 3,13%, con el fin de
irradiar las muestras con una dosis conservativa &y (Romero y Morcillo, 2017).
Los valores de Kd después del proceso de irradiagiguieron la misma tendencia que
antes de la irradiacion y fueron alrededor de drdenes de magnitud mas altos para el
Ge que para el Ga. En el caso del Ge, fueron hgenge inferiores en las muestras
irradiadas, aunque practicamente no cambiaron easel del Ga (Tabla 4 y Figura 10)
(Romero y Morcillo, 2017).

Por lo tanto, ambos 6xidos demostraron ser estaldesadiolisis y pudiendo separar de
manera efectiva Ge y Ga; este resultado corrobara kps Oxidos metélicos
nanocristalinos presentan una alta estabilidad md&cion en comparacion con sus

homologos de mayor tamafio (Bai y cols., 2010).
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HCI (M)

0,005

0,01

0,1

0,3

0,5

0,7

1,3

15

1,7

SnO,-co-irra SnQ-cal-irra
Kd Ge Kd Ga Kd Ge Kd Ga
4093,1 2739,7 5399,8 3992,1
+596,5 *165,2 +72,2 +180,8
3429,5 1504,2 4263,6 2929,1
+239,1 +46,5 +82,7 +10,7
2598,4 8,5 4315,1 115
+117,3 £11 +711,2 +0,1
24543 4,4 3811,7 4.1
+4152 04 +67,1 =*1,8
23117 2,7 44425 3,8
+4935 £0,1 +564,4 +0,1
2076,6 2,1 35725 3,6
+1959 +1,9 +120,2 +0,5
19322 2,1 3396,3 2,1
+843 04 +169 11
18315 1,5 3531,1 1,2
+542 +0,6 +68,3 +0,4
1640,8 1,6 3412,7 1,8
+1356 04 +331,3 0,4
1663,5 1,8 3093,7 1,9
+873 11 +460,8 +0,8

Tabla 4. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘GeGa’™* a diferentes concentraciones de HCI para:

SnQx-co-irra, Sn@-cal-irra. Media + desviacion estandar (n = 3).
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Figura 10. Coeficientes de distribucion (Kd) para‘Ges) y G&* (m) a diferentes concentraciones de

HCI para: Sn@co-irra (izquierda), Sngxal-irra (derecha). Media + desviacion estandar 8).

Las Figura 11 muestran los difractogramas de antbados metéalicos irradiados

pudiendo observarse que eran apenas distinguibléssdle las muestras no irradiadas.

Se encontrd que el tamafo de cristal para,Swdrra y para Sn@cal-irra para fue de

2,6 £0,5nmy 26,6 + 0,6 nm, respectivamente.|®danto, puede considerarse que el

tamafio de cristal no se vio influenciado durantg@reteso de irradiacién cdfiCo

(Romero y Morcillo, 2017).

SnG-co-irra

SnQ-cal-irra
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Figura 11. Difractogramas, fase mayoritaria tetragonal, cpoadientes a Sn&o-irra (izquierda) y

SnGs-cal-irra (derecha).
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3.3.5 Preparacion y evaluacion de generad6fGef°Ga piloto

Los resultados de los dos generadores piloto sestraneen las Tablas 5 y 6 para la
columna basadas en SRt y SnQ-cal respectivamente (Romero y Morcillo, 2017).
En ambos generadores pilotos se logré la adsorcu@mtitativa del 100% de la
actividad de’®Ge empleada y permitieron obtefi&a facilmente eluyendo por encima
de una concentracion de HCI 0,5 M. La Figura 12 strados rendimientos obtenidos
del generador basado en Sr eluido regularmente; la eficiencia de eluciéfiGa
fue del 40-65% durante 100 ciclos.

Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % ®Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % %Geelu
1 05 1 51,7 54 2 1 62,2 1,02 x 10"
2 05 1 51,1 55 2 1 68,1 2,10x 16
3 05 1 457 4310 56 2 1 66,7
4 05 1 452 57 2 1 62,3
5 05 1 45,8 58 2 1 67 4,93x10
6 05 1 44,2 50 2 1 65,9
7 05 1 437 1,78 x 10 60 2 1 64,9 1,89 x 10
8 05 1 40,2 1,08x10 61 2 1 66,1
9 05 1 43,8 62 2 1 63 2,94x10
10 0,5 1 41,8 63 2 1 65,1
11 05 1 438 150x10°F 64 2 1 60,7
12 05 1 421 222x10 65 2 1 72,1
13 05 1 43,2 66 2 1 64,4
14 05 1 40,2 931x1d 67 2 1 60,9
15 0,5 1 40 68 2 1 66,1 6,71 x 107
16 0,5 1 43,3 69 2 1 63,5
17 05 1 40,1 8,47 x 1C° 70 2 1 59,9 2,73x 10
18 05 1 39,7 1,04x10 71 2 1 62,7 7,68x10
19 05 1 421 7,23x10 72 2 1 65,7 5,92 x 10
20 05 1 41,1 73 2 1 60 2,51x16
21 05 1 37,6 74 2 1 64,9 1,43x10
22 05 1 39,9 1,09x1d 75 1 1 57,5
23 05 1 39 802x10¢ 76 1 1 52,3
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Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % *Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % %Geelu
24 1 1 456 4,90 x 10° 77 1 1 52,3

25 1 1 59,3 78 1 1 54,5 3,94 x16
26 1 1 58,8 79 1 1 52,4 3,71x10
27 1 1 59,4 1,17 x 16 80 1 1 54

28 1 1 58,9 1,77 x 1¢7 81 1 1 53,7

29 1 1 56,8 82 1 1 50

30 1 1 60,7 3,55 x 107 83 1 1 52,6

31 1 1 61 2,72x18 84 1 1 47,7 9,02x1d
32 1 1 59,2 2,30 x 10' 85 1 1 51,8

33 1 1 61,4 4,21x16 86 1 1 51,7 1,39x16
34 1 1 57,4 4,53 x 107 87 1 1 52,1 5,84 x 10
3 1 1 59,6 88 1 1 53,5

36 1 1 61 3,71 x10 89 1 1 60,2 7,11 x 10
37 1 1 575 5,71x10 90 1 1 51,6 4,01x16
38 1 1 59,3 1,65 x 10" 91 1 1 52,2

39 1 1 59,5 92 1 1 50,7 9,96 x 16
40 1 1 57,7 5,93 x 107 93 1 1 53

41 1 1 58,3 94 1 1 50,9 5,62 x 16
42 1 1 60,5 95 1 1 54,9

43 1 1 57,8 2,28 x 10 96 1 1 51,3 4,44 x 16
44 1 1 61,2 97 1 1 57,1

45 1 1 58 98 1 1 51,4

46 1 1 56,5 99 1 1 55

47 1 1 56,1 100 1 1 56,4 6,29 x 10
48 1 1 53,9 101 1 1s 53,1

49 1 1 54,7 102 1 1s 58,9

50 1 1 50,6 103 1 1s 57 4,44x10
51 2 1 54,1 104 1 1s 53,3

52 2 1 61,9 105 1 1s 53

53 2 1 59,6

Tabla 5. Resultados correspondientes a la valoracion dedrgeor basado en Sp€o. Siendo: N° =
namero de eluciones, % eturendimiento d&°Ga en cada elucion, #Ge elu = el % effGe presente en

cada elucion y s = elucion en forma seca.
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La Figura 13 muestra los rendimientos obtenidosgaglerador basado en Sn€al
igualmente eluido de forma regular; la eficienceaucion def®Ga fue del 60-80%
durante 200 ciclos de elucién. Ambos generadoriegopmostraron rendimientos de
elucién de’®Ga mas altos a medida que se aumenté la concémraeiHCI de 0,5 M a

2 M utilizado como eluyente y no se apreciaron deandiferencias respecto a la
velocidad de flujo empleada ni en la forma eluarifia seca y humeda). Los mejores
resultados de los dos generadores pilotos se eptuvcuando se eluyeron usando HCI
1-2 M a un flujo de 1 mL/min aunque el generadosal® en Sn@cal mostro
rendimientos dé€°Ga eluido (75-80%) mayores que el de $o® (60-65%); estos
resultados corroboran los obtenidos anteriormemtiesestudios de los coeficientes de

distribucion.

Como ya se ha comentado anteriormente, los picehiolos por XRD para Sntgal
fueron mas altos, lo que indica un tamafio de ¢tristds grande y una mayor
cristalinidad, mientras que los picos del %m0 fueron mas pequefios y anchos. Por
otra parte, el SnOtratado térmicamente resulto ser macroporoso/noessg, lo que
podria facilitar la difusién de los iones de Ga pbsorbente. Por lo tanto, el mayor
rendimiento de elucién d®Ga del Sn@cal en comparacién con el Sp€b puede
estar presumiblemente asociado con el tamafio de ypogrado de cristalinidad

producidos por el tratamiento térmico al que ha smimetido.

Los resultados de los generadores pilotos estaiwmeordancia con los obtenidos por
Loc'h y cols., (1980). Estos autores describen emetador dé°Gef®Ga basado en
SnQ, del cual se incrementa la actividad ¥6€a eluida a medida que aumenta la
concentracion de HCI de 0,5 a 10 M, siendo del pa¥a HCI 0,5M y de 75-80% para
HCI 1M. Otros estudios muestran rendimientos dei@ude®Ga similares 70-80%
(McElvany y cols., 1984), 55-75% (Tang y cols., 7p9 60-70% (Cheng y cols., 2000)
empleando HClI 1 M en un generador basado en,.SA@daneh y cols., (2006)
empleando Sn&xalcinado, obtuvieron un rendimiento de eluciéfi®Ga del 65%.
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Figura 12. Resumen estudio generadi®ef°Ga piloto basado en Sr®o eluido regularment&’Ga
eluido: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min &), HCI 1 M, flujo 1 mL/min @), HCI 2 M, flujo 1 mL/min @), HCI

1 M, flujo 1 mL/min forma seca () y el contenido d&Ge: (A), (m), (»), (¥) en cada elucién

respectivamente.

Una gran ventaja de los generadores pilotos desait este trabajo es la posibilidad de
operar de forma "seca”, disminuyendo de esta mdagrasible degradacion de la fase
estacionaria empaquetada en la columna por permaeec contacto con un medio
acido (Cheng y cols., 2000).

N°  HCI(M) flujp(mL/min) %elu % %Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % *Ge elu
1 0,5 1 52 104 1 1s 79,5

2 0,5 1 51,7 105 1 1s 79,2 1,97x1d
3 0,5 1 63,9 106 1 1s 79,6

4 05 1 631 861x1Id 107 1 1s 75,9

5 0,5 1 65,9 108 1 1s 79,1
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N°  HCI(M) flujo(mL/min) %elu % Geelu N°  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % *Ge elu
0,5 1 67,5 109 1 1s 79,6
0,5 1 69,7 110 1 1s 80,8
0,5 1 62 111 1 1s 78,6
9 05 1 63,4 112 1 1s 74,5
10 0,5 1 64,1 113 1 1s 71,8
11 05 1 65,7 114 1 1s 77,7
12 05 1 62 115 1 1 70,8
13 0,5 1 65,3 116 1 1 78,5
14 05 1 58,7 1,19 x 10° 117 1 1 74,9
15 05 1 62,1 588x1b 118 1 1 75,5
16 0,5 1 61,1 5,13 x 10 119 1 1 78,7
17 05 1 63,2 564x10 120 1 1 76,1
18 0,5 1 71,7 121 1 1 81,3
19 0,5 1 72 122 1 1 78,5
20 05 1 60,3 123 1 1 80,5 1,72 x10°
21 1 1 67,8 124 1 1 795 1,92x 16
22 1 1 79 125 1 1 80,4
23 1 1 72 126 1 1 78,9
24 1 1 73,7 127 1 1 77,9
25 1 1 75,7 128 1 1 79,1
26 1 1 73,7 129 1 1,5 75,7
27 1 1 75,9 130 1 1,5 76,7
28 1 1 79,1 131 1 1,5 78,5
29 1 1 71,8 281x16 132 1 1,5 76,7
30 1 1 72,2 6,11 x 10 133 1 1,5 76,7
31 1 1 71,9 134 1 1,5 76,8
32 1 1 69 135 1 1,5 771
33 1 1 70,6 136 1 1,5 79,8
3 1 1 69,1 137 1 1,5 76,2
3 1 1 657 1,96x16 138 1 1,5 75,8
36 1 1 68 5,50 x 10’ 139 1 0,5 88,9
37 1 1 69,5 140 1 0,5 82,9 1,39x1d
38 1 1 68,2 6,75x 10' 141 1 0,5 83,3 2,33x10°
39 1 1 715 6,74x10 142 1 0,5 82,4
40 1 1 69,9 143 1 0,5 79,9 1,34x10°
41 2 1 72,9 144 1 0,5 79,8 2,17x1d
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N°  HCI(M) flujp(mL/min) %elu % %Ge elu N°  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % *Geelu
42 2 1 82 145 1 0,5 79,7

43 2 1 83,3 146 1 0,5 78

44 2 1 79,1 1,54 x10° 147 1 1 80

45 2 1 80,8 1,96x16 148 1 1 84,8

46 2 1 83,2 149 1 1 75,5

47 2 1 77,9 150 1 1 77,4

48 2 1 79,1 151 1 1 75,7

49 2 1 80,7 152 1 1 77,6

50 2 1 77,7 2,22x10° 153 1 1 74,1

51 2 1 82,1 154 1 1 79,1

52 2 1 80,7 8,25x 10 155 1 1 77,3

53 2 1 77,9 156 1 1 79,3

54 2 1 76,5 157 1 1 77,5

55 2 1 79,2 158 1 1 76,5

56 2 1 77,8 159 1 1 77,7

57 2 1 79,1 160 1 1 75,7

58 2 1 80,1 6,77 x 1¢' 161 1 1 75,7 1,44x1C°
50 2 1 78,5 162 1 1 754 2,39x10
60 2 1 81 163 1 1 75,5 1,58 x 10°
61 05 1 76,5 292x1d 164 1 1 77,9

62 05 1 78,9 165 1 1 74,9 255x10
63 05 1 63,8 166 1 1 79,1

64 05 1 58,1 167 1 1 75,8

65 0,55 1 58,6 168 1 1 75,3

66 05 1 62,4 1,53x10° 169 1 1 76

67 0,5 1 583 2,33xId 170 1 1 75,7

68 0,5 1 58,9 1,75x 10° 171 1 1 76,2

69 0,5 1 57,8 172 1 1 75,8

70 05 1 58,3 8,92 x 10 173 1 1 76,8

71 05 1 62 174 1 1 75,5 4,51x10
72 05 1 60 175 1 1 76,1

73 05 1 63,5 176 1 1 77

74 05 1 62 177 1 1 78,1

75 1 1 70,8 178 1 1 77,2 157 x10
76 1 1 74,2 179 1 1 76,4

7 1 1 71,1 180 1 1 79,5

78 1 1 73,4 181 1 1 79,1




Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

Ne  HCI(M) flujo(mL/min) %elu % “Geelu Ne  HCI(M) flujo (mL/min) %elu % “Ge elu
79 1 1 75,7 182 1 1 75,9

80 1 1 75,3 183 1 1 80,2

81 1 1 78,8 1,27 x 10° 184 1 1 77,4

82 1 1 79,5 185 1 1 77,8

83 1 1s 73,6 186 1 1 76,7

84 1 1s 76,8 187 1 1 78

85 1 1s 77,4 188 1 1 69,6

86 1 1s 76,7 189 1 1 77

87 1 1s 83,2 190 1 1 81,2

88 1 1s 76,8 158x10 191 1 1 78,4

89 1 1s 77,1 192 1 1 80,5 1,44 x10°
90 1 1s 79,5 193 1 1 83,8

91 1 1s 75,1 194 1 1 78,6 1,32x10°
92 1 1s 79 195 1 1 79,2 2,41x16
93 1 1s 79,2 196 1 1 80,8 1,55x 10°
94 1 1s 74,5 197 1 1 78,8

95 1 1s 79,3 2,34x10° 198 1 1 78,6

96 1 1s 81,2 121xId 199 1 1 81,1 2,25x16
97 1 1s 78,6 200 1 1 79

98 1 1s 79,9 201 1 1 77,8

99 1 1s 80 202 1 1 85

100 1 1s 835 2,75x10 203 1 1 76,4

101 1 1s 78 1,99 x 10 204 1 1 77 2,82x10°
102 1 1s 79,2 205 1 1 77

103 1 1s 78,2

Tabla 6. Resultados correspondientes a la valoracion dedrgelor piloto basado en Spcal. Siendo: N°
= ntimero de eluciones, % elu = rendimient§%@a en cada elucion, #Ge elu = el % effGe presente

en cada elucién y s = elucién en forma seca.
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Figura 13. Resumen estudio generad@®ef°Ga piloto basado en Sp®@al y eluido regularmente, para
el ®Ga: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min &), HCI 1 M, flujo 1 mL/min @), HCI 2 M, flujo 1 mL/min 6),
HCI 1 M, flujo 1,5 mL/min ), HCI 1 M, flujo 0,5 mL/min (<) y HCI 1 M, flujo 1 mL/min forma seca
( )y para el contenido d&Ge: (A), (), (o), (»), (<), (¥) en cada elucién respectivamente.

Respecto al contenido §&e en el eluido o “breakthrough” (Tablas 5 y 6 gufas 12
y 13) puede observarse que para el generador pigsado en Snixal después de 200

eluciones fue de 1,6 x & 7 x 10*% (media aritmética + desviacién estandar, n = 45)
y de 4,1 x 15 + 2,7 x 10°% (n = 39) para el generador piloto basado en,%00

durante 100 eluciones. En el caso de no realizaticgles diarias (durante fines de
semana, largos periodos, etc), el breakthrough atdnségnificativamente. La cantidad
de ®®Ge eluida disminuy6 hasta los valores anteriorespuies de realizar eluciones

sucesivas, por tanto, es recomendable realizatda®nes de forma diaria.
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Los generadores disponibles en la actualidad aegd@omercial (Tabla 1) son eluidos
con soluciones de &cido clorhidrico desde 0,05ahhd¥, los rendimientos de elucion
de®®Ga van desde alrededor desde 65% hasta 80% y ayaaiente un contenido en
®®Ge del 0,01-0,001% cuando estos generadores somoswupudiendo verse
incrementados estos valores mediante los cicloslal@én y el tiempo de uso, por
tanto, los dos generadores pilotos evaluados eresente trabajo muestran resultados
semejantes a otros generadores descritos, aungeeexador basado en Sp€al tiene
una mayor capacidad de separacién selectiva def®@@f°Ga usando HCI como
eluyente. Ademas, se obtiene alrededor de un 158ef4Ga y un breakthrough en el
eluido inferior en dos d6rdenes de magnitud (FiglB® en comparacion con el
generador basado en Sh€ (Figura 12). Por lo tanto, el Sp€al resultd ser el
potencial candidato para el desarrollo del escatfdan generaddfGef®Ga con mas

actividad.

3.3.6 Preparacion y evaluacion de generad8iGe/°Ga prototipo

La adsorcién de 740 MBq de actividad ¥€e en el generador prototipo de Sl
resulté completa. La Tabla 7 y Figura 14, muestoanrendimientos del generador
prototipo durante 1 afio y 305 eluciones. Las pr@a®e68 eluciones mostraron
rendimientos de elucion del 70,06 £ 3,51% (usan@b®{5 M como eluyente y un flujo
de 1 mL/min), las siguientes 50 eluciones renditoilel 91,09 + 1,84% (usando HCI
1 M, 1 mL/min), las sucesivas 41 eluciones del 3&,2,12% (usando HCI 1 M y un
flujo de 1,5 mL/min), las siguientes 59 elucion8#8 + 1,51% (empleando HCI1 M, 1
mL/min), las siguientes 15 eluciones mostraron irarahtos de 80,10 £ 3,80% (en
forma seca empleando HCI 1 M, 1 mL/min), las sigtége 20 eluciones 81,42 + 2,90%
(empleando HCI 1 M y un flujo de 1 mL/min), lassgntes 25 de 77,86 = 3,36% (en
forma seca, HCI 1 M, 1 mL/min) y finalmente lasimths 27 de 73,82 + 1,89% (en

forma humeda, empleando HCI 1 M, 1 mL/min).
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Ne  HClI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu

1 05 1 71 154 1 1,5 84,8

2 05 1 70,1 4,18x10 155 1 1,5 84,3 4,01x10
3 05 1 72,6 4,14 x10 156 1 1,5 85 1,12x 10
4 05 1 68,4 264x10 157 1 1,5 85,4 7,86 x 10
5 05 1 70 254x10 158 1 1,5 83,6 5,24x1C
6 05 1 652 1,77x1I0 159 1 1,5 83,8 4,04x10
7 05 1 65,6 160 1 1 85,9 5,48 x10°
8 05 1 70,2 580x1d 161 1 1 86,7 4,90 x 10
9 05 1 65,7 2,84x1C 162 1 1 86,8 6,10 x 10°
10 0,5 1 69,5 165xI0 163 1 1 84,4

11 05 1 65,8 1,79 x1C° 164 1 1 86,3

12 05 1 68,4 134x1d 165 1 1 83,5 5,78x10
13 0,5 1 70,2 9,23x1C° 166 1 1 85 3,91x10
14 05 1 75 153x16 167 1 1 84,6

15 0,5 1 755 157x10 168 1 1 85

16 0,5 1 70,1 155x10 169 1 1 84,7

17 05 1 65,8 3,06 x 1C° 170 1 1 84,4

18 05 1 70,2 501x10 171 1 1 84,7 3,66 x 10
19 0,5 1 67,1 8,16 x 1C° 172 1 1 83,6

20 05 1 651 7,17xId 173 1 1 83,1

21 05 1 73,5 1,19 x 1¢ 174 1 1 83,9 4,69 x 10
22 05 1 675 7,06xI0 175 1 1 83,5 4,65x 10
23 05 1 69,6 6,99 x 1C° 176 1 1 83,6

24 05 1 68,2 9,02x10 177 1 1 84,3 4,73x10
25 05 1 70,3 894x10 178 1 1 81,5

26 05 1 726 697xI0 179 1 1 82,6

27 05 1 71,2 1,02 x 1¢ 180 1 1 83,2 4,38x 10
28 05 1 67,8 603xId 181 1 1 84,4

29 05 1 74,2 5,80 x 1C° 182 1 1 84 4,38x10
30 05 1 71,4 183 1 1 83,1 4,62x10
31 05 1 68,5 184 1 1 83,7 4,15x 10
32 05 1 70,1 185 1 1 82,4

33 05 1 65,9 186 1 1 83,4 4,80x 10
34 05 1 657 875xI0 187 1 1 85,7

35 05 1 68,9 6,01x10 188 1 1 80,8

36 05 1 62,8 189 1 1 82,3

37 05 1 75,6 190 1 1 82,5 5,66 x 10°
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Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % *Ge elu N°  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu

38 05 1 68,5 191 1 1 83,4

39 05 1 725 843x10 192 1 1 84,4

40 05 1 67,4 4,80x1C 193 1 1 80,5

41 05 1 69,8 559x10 194 1 1 84,6

42 05 1 68,4 195 1 1 82,3 5,07 x1C
43 05 1 69 196 1 1 81,4

44 05 1 70,8 197 1 1 83,9

45 05 1 68,6 198 1 1 80,2

46 05 1 73,5 199 1 1 83,9

47 05 1 68,4 200 1 1 83,2 4,37 x10
48 05 1 69,8 201 1 1 82,6

49 05 1 66,8 6,10x10 202 1 1 84

50 0,5 1 71 491x10 203 1 1 85,6

51 05 1 71,2 418x10 204 1 1 83,1

52 05 1 71,6 205 1 1 83,8

53 05 1 72,6 206 1 1 81,4

54 0,5 1 73,2 6,30 x1C° 207 1 1 83,1

55 0,5 1 68 7,44x10 208 1 1 82,9

56 0,5 1 66,6 4,70 x1C° 209 1 1 83,3

57 05 1 658 559x10 210 1 1 85

58 0,5 1 67,4 211 1 1 81,8 4,40 x 10
59 0,5 1 66,7 4,74x10 212 1 1 83,1 5,03x10
60 05 1 772 510x106° 213 1 1 84,3 5,19x1C
61 0,5 1 76,8 6,13x10 214 1 1 82,5

62 05 1 68 215 1 1 83,1

63 0,5 1 79,4 463x10 216 1 1 80,5 4,70 x 10
64 0,5 1 76,9 6,36 x 1C° 217 1 1 80,7

65 05 1 67,5 218 1 1 82,5

66 0,5 1 76,9 430x10 219 1 1s 75,5

67 05 1 76,2 3,06x10 220 1 1s 77,8

68 0,5 1 72 221 1 1s 84,6 4,54x10
69 1 1 955 4,43x10 222 1 1s 91,5 4,52x10
70 1 1 94,1 8,11 x1C° 223 1 1s 80,1 4,89 x 1C0°
71 1 1 89,8 4,85x10 224 1 1s 80,1

72 1 1 92,2 225 1 1s 78,7 4,68 x 10
73 1 1 92,6 226 1 1s 80,5

74 1 1 89,9 528x10° 227 1 1s 81,3
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Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu
75 1 1 924 545x10 228 1 1s 78,9 4,24 x 10
76 1 1 90,8 229 1 1s 77,6
77 1 1 88,9 230 1 1s 78,4
78 1 1 92,2 6,09x10 231 1 1s 80,9
79 1 1 93 232 1 1s 77,8
80 1 1 89,6 571x10 233 1 1s 77,8
81 1 1 93,4 234 1 1 76,8
82 1 1 92,2 485x10 235 1 1 78,8
83 1 1 89,8 236 1 1 80,9
84 1 1 93,4 237 1 1 77,8 5,40 x 10
85 1 1 92,7 482x10° 238 1 1 79,1
86 1 1 90,2 239 1 1 78
87 1 1 92,2 6,85x1C° 240 1 1 78,4
88 1 1 92,7 589x10 241 1 1 82,4 4,30x10
89 1 1 89,2 242 1 1 81,5
90 1 1 90,3 6,10x10 243 1 1 84
91 1 1 90,8 244 1 1 81,8
92 1 1 88,7 593x10 245 1 1 85,4 4,50 x 10
93 1 1 89,5 4,03x1C° 246 1 1 86
94 1 1 88,6 247 1 1 79,5 4,94 x10
95 1 1 90,9 4,01x1C 248 1 1 82,2
96 1 1 88,7 1,12x16 249 1 1 84,7 4,21x10
97 1 1 89,4 7,86x10 250 1 1 81,4
98 1 1 934 524x10 251 1 1 83,6 5,89 x10
99 1 1 88,9 404x10 252 1 1 86,4 4,60 x 10
100 1 1 89,9 548x10 253 1 1 79,7 4,87 x10
101 1 1 90,3 4,90 x 1C° 254 1 1s 80,8
102 1 1 89,1 6,10x10 255 1 1s 76,7
103 1 1 91,2 256 1 1s 85,1
104 1 1 91,5 257 1 1s 79,1
105 1 1 88,6 578x10 258 1 1s 77,6
106 1 1 91,8 455x10 259 1 1s 80,5
107 1 1 89,4 260 1 1s 749 513x 10
108 1 1 88,5 261 1 1s 73,1 5,26x10
109 1 1 91,7 262 1 1s 80,9
110 1 1 94,4 263 1 1s 84,9
111 1 1 88,7 366x10° 264 1 1s 81,8

13t K6 ok
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Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % *Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu

112 1 1 92,7 265 1 1s 75,8

113 1 1 92,1 266 1 1s 77,1

114 1 1 90 4,69x10 267 1 1s 78,1

115 1 1 91,9 465x10 268 1 1s 79,3

116 1 1 91,7 269 1 1s 76,2 7,16 x 10°
117 1 1 94,7 4,73x10 270 1 1s 78,5

118 1 1 90,2 271 1 1s 79,4

119 1 1,5 87,9 272 1 1s 71,7 4,62x10
120 1 1,5 87,3 4,38x1C° 273 1 1s 75,5 6,45 x 10°
121 1 1,5 88,5 274 1 1s 747 2,70x 10
122 1 1,5 87,7 275 1 1s 76,1 4,62x 10
123 1 1,5 852 4,63x10 276 1 1s 78,8 4,66 x 10
124 1 1,5 89,8 6,36x10 277 1 1s 73,1 4,13x 10
125 1 1,5 90,7 278 1 1s 76,9

126 1 1,5 86,7 430x10 279 1 1 742 4,16 x 10°
127 1 1,5 88,1 3,06x1I0 280 1 1 749 4,69 x 10
128 1 1,5 87,9 281 1 1 73,5

129 1 1,5 89,1 4,43x10 282 1 1 72,2

130 1 1,5 86,8 8,11x10° 283 1 1 72,2 4,83x10
131 1 1,5 88,9 485x10 284 1 1 73,7 4,55x 10
132 1 1,5 91,7 285 1 1 774

133 1 1,5 86,3 286 1 1 746 5,18 x 10
134 1 1,5 88,1 528x10 287 1 1 76,7

135 1 1,5 86 545x1b 288 1 1 73,1 4,83x10
136 1 1,5 88,5 289 1 1 74,3

137 1 1,5 87,2 290 1 1 76 546x10
138 1 1,5 852 6,09x10° 291 1 1 75,7

139 1 1,5 86,7 292 1 1 74,9

140 1 1,5 84,7 571x10° 293 1 1 75,4

141 1 1,5 85,5 204 1 1 75,5

142 1 1,5 85,3 4,85x 10 295 1 1 751 5,22 x 10
143 1 1,5 88 296 1 1 74,7

144 1 1,5 85,5 297 1 1 72,9

145 1 1,5 858 6,85x10 298 1 1 69,7

146 1 1,5 82,4 299 1 1 72,8

147 1 1,5 83,8 6,85x10 300 1 1 70,1

148 1 1,5 84,7 589x10 301 1 1 70,3
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Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % *Ge elu Ne  HCI(M) flujo (mL/min)  %elu % %Ge elu
149 1 1,5 84,5 302 1 1 73,5 5,66 x 10°
150 1 1,5 845 6,10x10 303 1 1 73,6
151 1 1,5 85,4 304 1 1 72,9
152 1 1,5 82,8 593x1I0 305 1 1 73,2
153 1 1,5 85 4,03x 10

Tabla 7. Resultados correspondientes a la valoracion dedrgelor prototipo basado en Sael.
Siendo: N° = niimero de eluciones, % elu = rendimiee®*Ga en cada elucion, 8Ge elu = el % de

®%Ge presente en cada elucion y s = elucién en fsgoa.

Los rendimientos de elucion obtenidos corroborammestho de que al aumentar la
concentracién de HCI se incrementa el porcentaje’®@@ eluido, no mostrando
diferencias apreciables en el rendimiento cuandeliged en forma humeda o seca. La
eficiencia de elucion del generador al inicio dstudio fue de> 90%, aunque los
rendimientos disminuyeron gradualmente hasta valded orden del 70% debido al
namero de eluciones o al periodo de uso, hechoritlestominmente para los
generadores basados en éxidos inorganicos. Aursgeéution con HCI 2 M obtuvo
mayores rendimientos #&Ga en los generadores pilotos (Tabla 5 y 6), séripreluir

el generador prototipo con menos acidez, maximo,lcdh el fin de preservar la

integridad de la columna del generador.

Por otra parte, los rendimientos de elucion cuaidgenerador era nuevo y después de
1 afio de uso, con mas de 300 ciclos de eluciomrideggeramente mejores que los que
se citan en las especificaciones de los generadomesrciales (Tabla 1, capitulo 3,
apartado 3.1, pagina 102). Ademas, otra gran \&ef&ijte a los generadores presentes
actualmente en el mercado es la posibilidad de efuforma seca, disminuyendo de ese

modo la posible degradacion debida al eluyenteodeid concentrado.
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Figura 14. Resumen estudio del generatf@ef°Ga prototipo basado en Sp€al yeluido
regularmente, para &Ga: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min &), HCI 1 M, flujo 1 mL/min @), HCI 1 M, flujo
1,5 mL/min (> ) y HCI 1 M, flujo 1 mL/min forma seca () y para ef’Ge: (A), (m), (»), (¥) en cada

elucién respectivamente.

Las caracteristicas del perfil de elucion, en fi@oes de 0,5 mL, se muestran en la
Figura 15; el 98% défGa eluido puede ser obtenido en un volumen de Zuahdo es
eluido de forma huameda, perfiles similares a losemidos con los generadores
comerciales (Figura 17). Por lo tanto, se sugiee & volumen de eluyente empleado
sea al menos 7 mL. El 85 = 5,3% de la actividaddalpuede obtenerse en un volumen
de 1 mL en forma himeda, mientras que el 77 + 6j@%a actividad®®Ga puede
obtenerse usando el mismo volumen del eluyenteoanaf seca, en ambos casos se
puede emplear la fraccibn de maxima actividad threente para la sintesis de
radiofarmacos. El perfil de elucion d&Ge tanto en forma seca como hiimeda muestra

que la cantidad d®Ge es practicamente constante en todas las frasciBigura 16).
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Los resultados del perfil de elucion en forma hiuanégeron muy similares a los
reportados por de Blois y cols. (2011), que descilestudio detallado de un generador

de SnQ®@ comercial.
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Figura 15. Perfil de elucién déeffGa obtenido del generador prototipo en forma hintepig seca ).

Media + desviacion estandar (n = 3).
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Figura 16. Perfil de elucién déeffGe obtenido del generador prototipo en forma hintaday seca ¥).
Media + desviacion estandar (n = 3).
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Figura 17. Comparativa del perfil de elucién #&Ga en forma himeda de distintos generadores

comerciales. Tabla adaptada de Chakravarty y ¢8316a).

El breakthroug en el eluido fue del orden de €%0siendo practicamente constante
durante todo el periodo del estudio y con valondsriores a los que se requiere para
este tipo de generadores de acuerdo con la moiegcairespondiente de la
Farmacopea Europes (0°%) (EDQM, 2011). Ademas, Velikyan y cols., (2012nhh
realizado un estudio sobre la biodistribucion®#&e, siendo la eliminacién rapida con
una vida media de ~ 0,6 h y no observando acun@uia ningun organo, incluyendo
la médula 6sea. Estos resultados implican quenitelf’Ge actualmente recomendado
por la monografia de la Farmacopea Europea podriausnentado al menos 100 veces
sin exponer al paciente a un posible dafio radiotogi

Ocasionalmente, y como ya ocurria en los generagni@o pero de una forma menos

pronunciada, el “breakthrough” aumenté ligerameruando los generadores no se

eluyeron durante mas de 2 dias, pero siempre despeiésucesivas eluciones se

volvieron a alcanzar valores de™p@. Por lo tanto, se recomiendan eluciones diarias
para mantener el “breakthrough” constante en laidu El contenido d&Ge en el

eluido del generador descrito es practicamentetaotessy mas bajo que los obtenidos a
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partir de generadores comerciales de,Titabla 1, capitulo 3, apartado 3.1, pagina
102), en el que el breakthrough aumenté con elperdrededor del 15% por mes
(AIEA, 2013). Ademas, también es menor que el gatmrcomercial d8nG; (Tabla 1,
capitulo 3, apartado 3.1, pagina 102) y con valsheslares a los basados en $iD
CeO-PAN (Tabla 1, capitulo 3, apartado 3.1, paging.102

Figura 18.Imagen PET/CT de la columna del generd8®ef®Ga prototipo al principio de su uso
(izquierda) y después de 1 afio y 305 elucioneg¢tay).

La imagen PET de la columna del generador mostedayjactividad se encuentra en la
parte superior de la columna después de 305 alldasucion y 1 afio de uso (Figura
18), lo que demuestra que no hay difusién sigriifiaade®®Ge a lo largo de la columna
con el tiempo y uso del generador. Los mejoredteztas obtenidos en el prototipo en
comparacion con el generador piloto, a pesar queargeneradores estan basados en
SnGO-cal, podrian ser debido al uso en la columna d#bppo una mayor cantidad de

fase estacionaria en la columna: 4,5 frente a 1,5g.

El contenido total de iones metalicos en el el{élg, Al, As, Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr,

Cu, Fe, In, Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Sn, Ti, Zn) fuersjge < 1 ppm en total, tanto cuando
el generador era nuevo como después de 1 afo §id05 de elucion (Tabla 8). No se
aprecié un aumento de la concentracion de metedesa £n las primera elucién con
respecto a las siguientes eluciones diarias, cdnes slescrito por Velikyan y cols.,

(2004), usando un generador comercial deTiO

e
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Elementos

Ag

Al

As

Ba

Bi

Ca

Cd

Co

Cr

Cu

Fe

Mg

Mn

Ni

Pb

Sb

Sn

Ti

Generador nuevo

1 afio del generador

12 elucién dia
(MglL)

0,57+ 0,14

1,89 +1,63

0,87 £0,64

69,0 + 32,19

0,5+0

169 + 223,27

0,54 +0,08

0,85+ 0,19

76 £22,65

10,53 + 9,22

0,8 +0,87

1,35+0,42

103 + 123,35

8,73+2,41

35+10,42

226,5 + 43,66

10,05+ 1,12

280 £ 92,05

6,68 + 3,66

220 32 elucion dia

(ng/L)

0,58 + 0,06

0,78 +0,16

0,50+0

43,50 + 9,68

0,5+0

49,33 + 20,26

0,63 +0,25

0,92 + 0,35

114,75 + 17,02

4,77 £ 1,85

0,44 £0,16

1,07 £0,14

41,67 + 14,05

11,23 + 8,04

53,25+ 13,12

365 + 160,34

3,78 +£1,63

218,25 + 64,68

7,53 4,49

12 elucién dia
(MglL)

0,5+0

0,55+0,12

0,83 +0,58

65,67 £ 41,86

0,5+0

47,67 £ 39,72

0,5+0

0,5+0

12,33+ 1,53

3,30 £ 1,27

0,11+0,11

0,50+0

65,33 + 46,76

230+2

6,77 +4,55

22+11,31

0,5+0

69,33 + 15,28

5,93 +1,46

230 32 elucion dia

(na/L)

0,5+0

0,55 + 0,06

0,89+ 0,46

76,5+ 61,51

0,5+0

75,50 £ 53,03

0,61+0,10

0,50

23,67 9,50

8,47 + 6,23

0,23+0,17

05+0

127 +898,

6,30 + 4,64

10,27 £ 6,91

94 + 15,87

1,37 +£0,59

20,67 £ 5,86

9,23 +5,29

Tabla 8. Cuantificacion de los metales presentes en ladlutel generaddfGef’Ga prototipo al

principio de su uso y después de 1 afio y 305 elasidMedia (ug/L) + desviacion estandar (n = 3).

su(\Nan,
Sl
v \ /<
A O
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La concentracion total de metales en el eluido mostlores similares o mas bajos que
en los generadores comerciales (Tabla 1, capituap&tado 3.1, pagina 102) por lo
que es presumible que pueda utilizarse directane¢fif&a obtenido para el marcaje de

moléculas sin necesidad de realizar ningun proadsdonal de purificacion.

Las diferencias observadas en la eficiencia elugiéhbreakthrough entre el generador
prototipo basado en Sp@al desarrollado en este trabajo y todos los geloees
descritos basados en Sn@resumiblemente podria ser debida a las difessnen el
grado de aglomeracion y a la cantidad de agua meess las particulas de 6xido de
estafio dependiendo a su vez de parametros commétedo de preparacion y la

temperatura de secado.

Por lo tanto, se puede afirmar que el $oél es adecuado para la separacion selectiva
del ®®Ge y del®®Ga con alto grado de pureza, usando acido clodoiddmo eluyente.
Ademas, otra ventaja del uso de HCI, es que prap@ain entorno muy desfavorable
para el crecimiento de microorganismos. Este feménii& sido probado recientemente
(Petrik y cols., 2012), estudiando la supervivend@ varios microorganismos
incluyendo esporas de hongos y bacterias resistentes acidos, en una columna de
generador que se eluyd con HCI 0,1 M, resultand@e oquw se detectaron
microorganismos viables. El eluyente acido (HCilja#do en este tipo de generadores
es altamente desfavorable para la supervivenciacceeimiento de microorganismos,
siendo, por lo tanto, los riesgos asociados a oungxiones microbianas durante la

vida util de este tipo de generadores muy bajosikRecols., 2012).

3.4 Conclusiones

Todos los oxidos estudiados, i@ TiO.na, TiGr, SnGQ.ac, SnQla, SnQ-coy, SnG-

cal, mostraron capacidad de separaciorfi@ y del®®Ga, aunque en diferente grado.
Los mejores resultados se obtuvieron con &) SnQ-cal, tal y como concluye el
estudio de los coeficientes de distribucién. Aderséws dos 6xidos resultaron ser muy

estables a la radiacion, presentan forma tetragofelkristalinidad se aumento con el

e
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proceso de calcinacion. Los dos generadores pitotisgraron resultados satisfactorios,
sin embargo, el basado en Srsal mostro resultados mejores en cuanto a laeefich

de elucién def®Ga y al contenido d&Ge en el eluido, corroborando los resultados
previamente obtenidos en la determinacion de lefigentes de distribucion. En
consecuencia, el Sp@al se us6 como soporte de la columna para elagkcae un
generador prototipo d&°Gaf®Ge. Este generador prototipo se evalué durante 305
eluciones. Los rendimientos de elucion ¥&@a fueron> 90% en los primeros 7 mL
cuando el generador era nuevo, disminuyendo postente con el uso peridédico hasta
aproximadamente 70%, mientras que el contenid5@e en el eluido fue del orden de
10"% permaneciendo practicamente constante duranteseldio. El generador
prototipo mostré ser altamente selectivo para [sseion del paf®Gef’Ga y ser
estable con resultados reproducibles durante uraiiso, obteniendo el eluido con un
alto grado de pureza quimica y radionucleidica.md@k® no se encontraron diferencias
apreciables en el rendimiento de elucion en foraradda y seca, y ante la posibilidad
de que el 6xido de estafio pueda ser degradadartigete por el HCI (Cheng y cols.,

2000) es recomendable la elucién en forma secagtengar su vida util.

La produccién de radionucleidos via generador diag@ la exposicion del operador a
la radiacion y el posible riesgo de contaminaciamadte el proceso. El tiempo
necesario para llevar a cabo el proceso de elesdie unos pocos minutos siendo un
aspecto importante debido al relativamente cortgoge de semidesintegracion del

8Ga.

Ademas, su disefo sencillo y practico permite &eitrhente implementado en centros
de investigacion en los que se requieran estudin&’Ga mediante PET en animales de
experimentacion y con un grado de automatizaci@ewato permitiria ser usado en un

entorno clinico.
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Capitulo 4: Purificacién de®Ga

4.1 Introduccion

Todos los generadores #i&ef°Ga disponibles de forma comercial tiene una sezie d

inconvenientes (Roesch, 2013; Velikyan y cols. 4206omo son:

1. La presencia de impurezas metélicas presentes euidlo junto al®*Ga
obtenido, que aunque no son concentraciones toxicesien competir en las
reacciones de sintesis con el propiGa, disminuyendo de esta forma los
rendimientos obtenidos y la actividad especificar. €emplo, la presencia de
"'Ga estable generado por el decaimiento’d®@e que puede aparecer como
subproducto en el proceso de producciéon®i&e, pudiendo ser de hasta un
orden de magnitud mayor que la cantidad de aton®$®Zh generados.
Ademas, también pueden aparecer en la elucion esetaimo producto de la
propia degradacion de la columna del generador qmmeden ser Ti o Sn, y el

Fe presente en multitud de reactivos y enseresi@latorio.

2. La presencia d€®Ge en niveles detectables en el eluido del generado
denominado con el término “breakthrough”, el cuslnecesario eliminarlo o
minimizarlo debido a su largoy4 de 270,95 + 0,26 d (DDEP, 2015), ya que
estos generadores estan pensados para poder des agaforma rutinaria en

clinica.

3. La relativa alta concentracion de’,H/a que este tipo de generadores utilizan
para su elucion soluciones de acido clorhidricae gueden protonar grupos
funcionales de ligandos o agentes quelantes bduaf@s necesarios para el
marcaje corf®Ga, ademas, controlar el pH y el volumen del el@dmenta la

reproducibilidad y mejora los rendimientos de siste
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Las diferentes estrategias que se siguen habitngénpara purificar €1°Ga eluido del

generador se detallan a continuacion:

A. EIl método fraccionado (Breeman y cols., 2005), asalen realizar una elucion
fraccionada del generador, aproximadamente 2/& detividad se encuentran
en 1-2 mL y de esta forma se minimiza el conterid8Ge, quedando éfGa
mas concentrado y disminuyendo la cantidad de iegasr metalicas (Figura 1).
El ®®Ga queda preparado para poder ser utilizado ecios@s de sintesis. Las
posibles desventajas de este método son que debiiEmpo necesario para
realizar el proceso y a no eliminar o minimizarexteso las impurezas, los
rendimientos descritos son entorno al 50% ademdasdgrandes cantidades de
precursor a usar durante la sintesis de radiofasnddn complemento a esta
estrategia es introducir una etapa posterior defigagion por medio de
extraccion en fase sdlida (SPE) al producto marcawioimizando asi en
contenido de®®Ge en el producto final antes de ser inyectado aaiepte

(Decristoforo y cols., 2007).
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fractions of 0.25 ml

Figura 1. Método fraccionado (Breeman y cols., 2005).
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B. La adsorcion directa d&fGa®* en una resina de intercambio catiénico de 50 mg
(Zhernosekov y cols., 2007) permite una separas@ectiva del Ga y Ge de
otros metales como Ti, Zn y Fe, debido a la diferefinidad por la resina a
diferentes concentraciones de acetona/HCI. Utitlpann pequefio volumen
(0,4-1 mL) de una solucion 97,6% acetona/HCI 0,005e recupera 97% de
®®Ga (Tabla 1). Basandose en este método y con etiabjde minimizar el
proceso y simplificarlo existen otras variantes @\Ner y cols., 2012;
Lokotinova y cols., 2011; Seemann y cols., 201%)pdsible inconveniente de
este método es que al recuperd®h en una concentracién de HCI tan diluida
limita el método a generadores que se eluyan doiisoes cercanas a HCI 0,1
M ya que si se utlizan concentraciones mayoresnocacurre en los
generadores eluidos con HCI 1 M, al tener que rdihaista HCI 0,05 M el
volumen necesario para aplicar el método seria ateyado y por lo tanto
ralentizaria mucho el proceso, siendo el tiempgarametro critico debido al
T12del ®Ga.

Relative distribution (%)

Volume Step Elvert (concentration) Ge(ll) Ge(lV) Zn{(lh V) Fe(ll)
Set 1
7mlL Generator elution 0.10N HCI 0.19 98.14 0.61 534 045
SmL Purification 80% acetone/0. 10N HCI 058 183 99.39 268 53.76
04mL Gall) elution 97.6% acetone/0.05N HC! 98.50 2102 5102 51077 4354
1mL Washing 4N HCI 053 610 <107 90.92 201
1 mL Washing H,0 0.20 5107 <10°? 1.01 0.29
Set 2
7ml Generator elution 0.10N HCI 0.16 97.08 0.77 7.30 0.13
06mL Purification 80% acetone/0.15N HC! 143 2R 98.15 0.68 37.86
04mlL Ga(llh elution 97.6% acetone/0.05N HCI 97.82 3107 1.08 7102 49.78
1mL Washing 4N HCI 0.41 51079 510 7215 11.61
1mL Washing H,0 0.18 3107 <10 19.80 0.62
Set 3
7mL Generator elution 0.10N HCI on 97.68 043 7.18 0.73
Sml Purification 80% acetone/0.15N HC! 629 2.3 99.57 39 87.37
04mL Galllh eluton 97.6% acetone/0.05N HC! 9273 510°? <107 0.11 11.10
1mL Washing 4N HCI 0.77 2107 <107 86.54 on
1mL Washing H,0 0.10 2107 <107 2.18 0.09
Set 4
Tml Generator elution 0.10N HCI 029 98.08 0.92 6.33 04
06mL Purification 80% acetone/0.20N HCI 6.34 1.86 96.58 .1 540
04mL Galllh eluton 97.6% acetone/0.05N HC! 92.96 5107 3.70 0.1 426
1mL Washing 4N HCI 0.28 610°? <107 87.37 29
1mL Washing H,0 0.13 610 <107 5.08 0.1

Tabla 1. Método intercambio catiénico (Zhernosekov y ca&290Q7).
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C. Otra alternativa es el método de intercambio an@njue se basa en el hecho
de que G a concentraciones superiores a 4 M de HCI forntaums
(°*®GaCl) (Meyer y cols., 2004; Velikyan y cols., 2004); asstcloruros son
adsorbidos fuertemente en una resina de intercaarb@mico mientras que el
G no se retiene en esta, lo que permite una separaeficiente.
Posteriormente éfGa adsorbido en la resina de intercambio aniéniemle ser
recuperado en un volumen pequefio de agua desianjgaglira 2). Este ultimo
método ha sido modificado con el fin de eliminaexteso de H mediante la
adicion de una etapa de lavado utilizando una sbiute cloruro de sodio 5 M

(Velikyan y cols., 2012; Seemann y cols., 2015).

1000 . " .
counter- retention, recovery : Z . | 200 14
sorbent fon 2: .
- - - LR | | P
1 AG 1-X8 (100~200 mesh HO- 814 6923 ] P
T Fraction (cach $0 yl.)
2 ‘\Lv 1\\ ‘.)i:'j}“ Wl mesi }’:U- ':‘S » < 2 .\l . ) % o
3 AG 1-X4 (100~200 mesh HO" 655 8043 f‘
gial dana pad - " 5 = W 68Ga activity given in (M Bq
{ AG 1\2 (200~400 mesh) HO- $H+4 842 é 400 A (MBq)
e i e . ) g @ 68Ge breakthrough given in [Bq)
) SAX SPEC, Isolute, X Cr <4 - -
'; \‘\\\Pf( \Tf\lk | A:II.‘ (l. . 4 - ;_s' 00 volume 6 mL
T SAXSPEC, Isolute, 50 mg OH" 9 - ﬂ J]
8 SAXSPEC. NTK kemi, 15mg OH" 1 - o Lamm J] |
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Figura 2. Método de intercambio aniénico (Velikyan y co004). Estudio de diferentes resinas de
intercambio aniénico (izquierda). Perfil de elucifel generador comercial de Bi@perfil del®®Ga

recuperado con # de la resina de intercambio (derecha).

También existe la posibilidad de la combinacionlage diversos métodos (Mueller y
cols., 2011), inicialmente utilizando una resinaimtercambio cationico y luego una
resina de intercambio aniénico debido a la formacié especies catidnicas y aniénicas
del galio provocadas mediante cambios en pH y cdra@on de HCI. Los principales
métodos para purificar 8fGa eluido del generador quedan resumidos en la&igu
(Roesch, 2013).
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Figura 3. Resumen métodos de purificacién y concentraciétiGe mas usados: Intercambio catiénico
(izquierda); intercambio aniénico (centro) y métddmcionado (derecha) (Roesch, 2013).

Elucion del generador directamente a una resinatdecambio catidnico.

Recuperacion défGa usando mezcla de HCl/acetona.

Aumento de la concentracion de HCI de la elucion.

Carga en resina de intercambio aniénico.

Recuperacion défGa de la resina de intercambio aniénico usando.agua

o g wDh P

Elucion fraccionada obteniendo 2/3 de la activitiddl eluida.

Las sintesis de®Ga-DOTA-ligandos originalmente han sido realizadasdiante
sistemas manuales o semiautomaticos. El aumentia deemanda clinica de estos
radioligandos ha necesitado una amplia automaéimage! proceso de produccion de
radiofarmacos coffGa con el fin de cumplir con aspectos referentesimproteccion,
asi como el aumento de los requisitos reglamestgrara la preparacion de base
hospitalaria de radiofarmacos PET.
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Nombre comercial

Compafiia

Purificacion

Observaciones

iQS *Ga Fluidic
Labelling Module

Modular-Lab

GallElut

EluSynthGa68

SynChron®Ga

Galigand

Modular-Lab

Modular-Lab

PharmTracer

Scintomics
GRPs

Isotopen
Technologien

(Alemania)

Eckert & Ziegler

(Alemania)

Scintomics

(Alemania)

IASON
(Austria)

Raytest isotopen

(Alemania)

Veenstra
Instrumenten
(Holanda)

Eckert & Ziegler

(Alemania)

Eckert & Ziegler

(Alemania)

Scintomics

(Alemania)

Directo

Fraccionado

Anidnico y

cationico

Fraccionado

Aniénico

Aniénico

Cationico

Versatil

Versatil

Autoblindado

Manual

Modular

Extraccion fase sélida

Modular

Extraccion fase sélida

Compacto

Automatico

Compacto

Automatico

Compacto

Automatico

Compacto

Automatico

Modular
Automatico, GMPs

Kits, Automatico
Disefnable, GMPs

Tabla 2. Resumen de médulos comerciales para la purifioagcidoncentracion empleando los diferentes

métodos y grado de automatizacion. Tabla adaptadodchi y cols., (2013).

5 R,
B A
CSVS
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Se han puesto en practica diferentes enfoquedgaraificacion previa del eluido del
generador que conducen a un aumento de la purdipguémica y radionucleidica, asi
como una alta radiactividad especifica del prodfiotd y se han mejorado los métodos
de sintesis, el rendimiento, la reproducibilidaal, rhdioproteccion y todo ello en

entornos compatibles con las normas de correctecéaion (GMPs).

Todos estos métodos para purifiéiGa se estan implementando en el mercado de
forma comercial mediante moédulos automaticos paddithr su manipulacion, sin
embargo impiden interactuar con el operador paraligfio de nuevas rutas o
modificaciones de las ya existentes. Una comparadé los principales modulos

disponibles en el mercado es simplificada en ldaral§Boschi y cols., 2013).

El objetivo de este capitulo es describir la immatacion de un sistema manual para
purificar y concentrar éfGa obtenido a partir de un generadofiGe/®Ga, basandose

en el uso de una resina de intercambio anionico.

4.2 Materiales y Métodos

El galio se obtuvo en fornf4Ga®* usando un generador comercial’@®ef®Ga basado

en TiG, (Eckert y Ziegler) siguiendo las instrucciones fdddricante, utilizando como
eluyente 7 mL de HCI 0,1 M preparada a partir dd &l(30% (Trace SELECT Ultra,

Fluka). La actividad eluida se midié experimentailieemediante un activimetro VCC-
405 (Veenstra Instruments), para calcular el refefito de elucién. E¥¥Ga obtenido se

purifico y se concentro utilizando un método mar{g&ura 4) (Romero y cols., 2016)
mediante una version ligeramente modificada debdwédescrito por Meyer y cols.,
(2004) y Velikyan y cols., (2004).
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Mictonave

Figura 4. Esquema del sistema manual para elucion, puriinaconcentracion y sintesis f&a-
DOTA-péptidos (Romero y cols., 2016).

La elucién se realiz6 empleando una solucion de BiCIM mediante una jeringa
acoplada a una bomba de infusidon con un flujo del2min. El volumen eluido se
recogié en un vial (Figura 4, nimero 1), que sauentra dentro de un recipiente de
plomo blindado, el cual contiene HCl al 30% de plmamar los correspondientes
cloruros f8GacCl)". La concentracién final de la mezcla fue HCI 4,3ev un volumen
final de 10,6 mL. Utilizando una bomba peristaltigalti-canal a un flujo de 3 mL/min,
esta solucion se pas6 a través de un cartucho caingue contiene la resina de
intercambio anidnico Chromafix 30-PS-HgO(Macherey Nagel), previamente
equilibrada con 3 mL de HCI 5 M, 3 mL de®idesionizada y 3 mL de HCI 4,3 M. Los
cloruros de galio formados se adsorben en la relnatercambio mientras que®®Ge

y otros metales no se retienen y se recogen etaudesresiduos (Figura 4, numero 2)
mediante la apertura de las llaves de tres viasBA gn ese orden. A continuacion se
realizé un proceso de lavado de la linea y la eestilizada en esta etapa para prevenir

cualquier pérdida de actividad mediante la apederk llave C usando 200 mL de una



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

solucién de HCI 4,3 M. Posteriormente, se realindestudio comparativo utilizando
dos alternativas diferentes para recuper&iGa de la resina: agua Milli-Q y NaOH. En
la primera ef®Ga se eluyé en agua Milli-Q siguiendo el métodecds por Meyer y
cols., (2004) y Velikyan y cols., (2004), y en &gsnda se utilizé 0,5 M NaOH (Santos
y cols., 2013), intentando de esta forma minimiaar concentraciones relativamente

altas de H.

Ambas opciones (agua y NaOH) requieren la apederkas llaves de tres vias Ay B,
en ese orden, recuperanddi@a de la resina en el vial de reaccién (Figuralnero

3) que se encuentra dentro de un horno de micrgon@alaboratorio, Discover
Benchmate (CEM). Ef¥Ga se eluyé de la resina con agua o NaOH usandolumen
de 0,5 mL (mediante 11 alicuotas de 45 pL cada armogdiante 1 mL (de forma no
fraccionada) utilizando una bomba peristaltica dlwjp de 0,5 mL/min. Los perfiles de
elucion del’®Ga recuperado del cartucho de intercambio iénisar{do agua o NaOH,
de forma continua o en las fracciones) se obtumientilizando un colector de
fracciones Foxy R1 (Teledyne Isco); las alicuota®gidas de 45 pL posteriormente se
cuantificaron usando un activimetro. El rendimied&l proceso de purificacion se
expres6 como el porcentaje de la actividad °#®@a recuperado de la resina de
intercambio aniénico, corregida por el decaimiengspecto a la actividad total #fca

empleada (Romero y cols., 2016).

La cantidad d&%Ge en el eluido del generador y de las muestrazgentes de la etapa
de purificacion se calculd mediante espectromeg@iama utilizando un espectrometro
de germanio coaxial (Ortec). Todas las muestrategeon decaer durante mas de 48 h
para asegurar la desintegracion radiactiva completdGa. En este momento, cuando
ambos radionucleidos estan en equilibrio radioqudmsecular, el®®Ge se puede
calcular mediante la cuantificacién del pico de 3V correspondiente &°Ga

producido a partir del decaimiento §&be.
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4.3 Resultados y Discusion

El rendimiento dé®Ga obtenido de la elucién del generador comeradialen torno a
70% durante todo el estudio, resultados de acuetds especificaciones del fabricante.
Los 10,6 mL de HCI 4,3M conteniend®Ga en forma de (Gag}! se adsorbieron casi
por completo (99,8 = 0,1%, n = 32) en el cartucheP3-HCQ Chromafix. Un 64 +
1% de la actividad presente en la resina usandm0,y un 85 + 3% usando 1 mL se
recuperé empleando agua Milli-Q de forma continusagés del cartucho (Figura 5)
(Romero y cols., 2016).
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Figura 5. Desorcion de la actividdiGa respecto a la actividad total en el cartuch@@hfix. Perfil de

elucion por el método no fraccionado utilizando oaetuyente: 1 mL de agua desionizadd) © NaOH,

(#) y curva acumulada, (m) respectivamente. Media + desviacion estandar3n (Romero y cols.,
2016).

Un 77 + 3% de la actividad total 4&a en la resina se recuper6 en 0,2 mL de agua
Milli-Q y un 95 + 1% usando 0,5 mL (Figura 6) cuargk eluy6 de forma fraccionada
(45 pl) (Romero y cols., 2016).



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

100 4
80 /
60 - 7

40 /"

Ly ,’/ ‘ \\'\0

_ -
04 W e

T L T T

T T T r T ]
0 100 200 300 400 500

Ga recuperado (%)
B

68

Volumen (ul)

Figura 6. Desorci6n de la activida&iGa respecto a la actividad total en el cartuch@@hfix. Perfil de

elucion por el método fraccionado (alicuotas dgputilizando como eluyente: agua desionizadlg ¢

NaOH @) y la curva acumulad), (m) respectivamente. Media + desviacion estandar3h Romero y
cols., 2016).

Por lo tanto, el porcentaje 8%a recuperado de la resina fue significativamersgam
cuando el eluyente se paso6 en fracciones. Losmasatios obtenidos son mas altos que
los obtenidos por de Blois y cols., (2011); aungligeramente inferiores,
presumiblemente debido a no disponer de la tecrelogcesaria para hacer un eficiente
proceso de secado de la columna como por ejempd@nte aire o nitrdgeno a presion,
gue los descritos por Velikyan y cols., (2004) ysj@m y cols., (2011).

Los generadores comercial®&efGa utilizan soluciones de &cido clorhidrico para
eluir el®®Ga y se ha descrito que reducir al minimo el pHvokimen de obtencion del
®8Ga puede repercutir en un incremento de los reedims sintesis (Roesch, 2013).
Con el fin de disminuir la acidez del eluido dedaina de intercambio, una solucion de
NaCl 5 M ha sido utilizado por algunos autoresBts y cols., 2011; Mueller y cols.,

2012; Schultz y cols., 2013). En el presente talsg ha optado por usar una solucion

@
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0,5 M de hidroxido sodico como agente para neatiakl pH. Como puede observarse
en la Figuras 5 y 6 (Romero y cols., 2016) el neneinto mas alto para recuperar el
®8Ga de la resina se obtuvo usando NaOH como eluyent&5 + 2% de la actividad
total de la columna se obtuvo en los primeros AL2yman 99 + 1% cuando se empled
0,5 mL usando para ello fracciones de 45 pL de N@&glura 6). Mientras que cuando
el NaOH se hace pasar de forma continua a trauésadecho solo un 73 + 2% de la
actividad es recuperada con 0,5 mL y 96 + 1% usdanmud (Figura 5) (Romero y cols.,
2016).

Estos datos muestran que el porcentaje de activigetperada de®Ga fue
significativamente mayor con NaOH que con aguaotézada. Por lo tanto, se decidio
que el mejor procedimiento para obteneéf’@ka de resina de intercambio aniénico fuese
eluir con NaOH de forma fraccionada, para ello tded 400 uL de NaOH 0,5 M en
dos veces (2 x 200 pL); mediante este método speed un 95 + 3% (n = 20) de la

actividad®®Ga cargada sobre la columna de intercambio aniénico

Es interesante anotar que el uso de 400 pL de Ng®MI para la recuperacion tfisa
tiene varias ventajas ya que concentra el eluidd€b veces respecto al obtenido
directamente del generador pudiendo mejorar de é&stama los rendimientos
radioquimicos durante sus sintesis. Ademas, perdigponer de®®Ga altamente
concentrado, requisito fundamental para por ejeroptener nanoparticulas de aerosol
®8Ga en carbono, utilizadas en estudios embolia prémaguda (Borges y cols., 2012;
Kotzerke y cols., 2010).

Por otra parte, este método minimiza las concentras relativamente altas de’,H
reduciendo asi la cantidad de agente tampon refpupdra la sintesis cdfGa. Esto
ultimo puede ser importante ya que articulos réemante publicados sugieren que
tampones como HEPES o acetato sédico, puedeneda niedida, competir con AQB
para la reaccién de quelacién c8Ga (Clausén y cols., 2002; Martins y cols., 2013).
Otra ventaja de este método es la versatilidad ug pyede ser implementado para
cualquier tipo de generador que utilice HClI comayehte, independientemente de su

concentracion y de su volumen.

e
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Respecto al “breakthrough” §&Ge en el eluido, se encontré que el contefiiG@ con
respecto a la actividad ¢&Ga eluida del generador no era mayor £%0Qn = 5),
resultados acorde con las especificaciones detatie. Como €1°Ge no se retiene en

la resina anionica, la etapa de concentracion idesanteriormente también puede ser
vista como una purificacién df&Ga respecto del radionucleido padre, confirmandose
con los resultados obtenido ya que el contenid¥®a disminuyé a 4,1 + 0,2 x P

(n = 5) en las muestras obtenidas a partir dedmaede intercambio anionico. Por lo
tanto, la eliminacién casi completa del contenid8®Ge, ademéas de una concentracién
del volumen unida a la neutralizacién dé dl método descrito proporciofi¥Ga en

solucion acuosa lista para poder usarse en lastdsteacciones de sintesis.

4.4 Conclusiones

El método manual descrito para la purificacion gaamtracion del eluido obtenido via
generadof®Gef®Ga permite disponer d8Ga en un periodo de tiempo relativamente
corto y con potencial aplicacion de diferentes ceaes de sintesis. Ademas, la minima
inversién econdmica requerida y su sencillo y fcéctlisefio, hace que faciimente
pueda ser implementado en centros de investigaci@i que se requiera hacer estudios

PET con®®Ga en animales de experimentacion.
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Capitulo 5: Aplicaciones corf®Ga

5.1 Radiotrazadores 6seos marcados c6iGa

5.1.1 Introduccién

En los dltimos afos se ha puesto de manifiestpllaagion de PET en estudios 6seos
destacando las enfermedades 0seas malignas, niedapbdegenerativas, traumaticas e
inflamatorias, asi como, un interés particular &eValuacion de las metastasis 6seas,
las cuales tienen un impacto significativo en ledea de vida de pacientes con cancer.
La metastasis de neoplasia maligna de hueso somonmugs frecuentes que los tumores
malignos primarios de hueso (Cuccurullo y col., 305Sin embargo, las metastasis
0seas pueden ocurrir como consecuencia de cuatqoede tumor primario, alrededor
del 60-80% de estas metastasis son causados pororaa de mama o de préstata. Sin
embargo, los sintomas que provocan, como dolor ,6f@@turas patologicas,
compresion de la médula espinal, hipercalcemiapyesion de la médula 6sea, son
diagnosticados de forma tardia (Rubens, 1998; Gregncols., 2001). Por esta razon el
diagnéstico prematuro de estas metastasis permii@ aportuna planificacion
terapéutica, siendo de gran importancia para me@ealidad de vida de los pacientes.
(Choi y Raghavan, 2012; Rajarubendra y cols., 2010)

Las técnicas de imagen médica mas importantesegpaiagnostico de estas metastasis
se basan en el uso de radiotrazadores especifimosylta afinidad por el tejido 6seo,
marcados con diversos radionucleidos (Love y cd@803). Los trazadores mas
utilizados son agentes con capacidad osteotropitas agentes se acumulan en las
regiones de produccidn Osea, independientementsi di@ patologia es benigna o
maligna (O’Sullivan y cols., 2015). Los métodos mékzados hoy en dia con este
propdsito, son la gammagrafia planar y la tomograbbmputarizada de emisién de
foton Unico usando bifosfonatos (BPs) o polifosfosaPPs) generalmente marcados
con *™c ya que presentan una rapida y alta afinidad miénua la apatita que
constituye el hueso (Papapoulos, 2008). Estos cestpsl son empleados desde los
afios 70 en medicina nuclear tanto para diagndstiot para terapia, siendo los mas

@
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comunes: acido metilen-difosfonico (MDP), acido admoxipropano-difosfonato
(DPD), acido 1-hidroxietiliden-difosfonico (HDP) iffura 1) y acido etilendiamina-
tetra-metileno fosfénico (EDTMP) (Figura 2), siendd “°™Tc-MDP el maés
comunmente empleado debido a su eficacia , bajto,casnplia disponibilidad y
dosimetria favorable (Papapoulos, 2008).

OH OH OH
/ /

HO I:,\—0 = P\:O P ©
\C/ OH \C/ OH HO\ / \OH
/ OH J/ OH €. o

CHg4 \ /_ H \ / H/ \ /

P\—O P\:O P—O
OH OH \OH

Figura 1. Estructura quimica de: HDP (izquierda); MDP (cenyr HMDP (derecha).

Aungue los compuestos con grupos fosfonatos samlactnte el estandar para evaluar
las metastasis 6seas en pacientes con sarcomas [rse@rios, estudios recientes
plantean el debate respecto a la utilidad y laik#idsd en comparacion con el PET/CT
(Walter y cols., 2012). Por otra parte, la bajakeson espacial y una baja sensibilidad

a la respuesta al tratamiento restringen el usa gammagrafia (Liu y cols., 2013).

Debido a la reciente escasez en el suministro dergdoreS*Mo/**™Tc, provocada por
las dificultades en la produccién mundial®@o en los diferentes reactores nucleares,
y unido a la mayor resolucién espacial del PET t&ea técnicas como el SPECT
(Fellner y cols., 2012), ha provocado que trazaloseos marcados con radionucleidos
emisores de positrones tengan un gran interésgbatiagnostico de metastasis 0seas.
Como es el caso d&8F-NaF, este radiotrazador ya esta siendo utilizdidcamente en
PET en la actualidad, y las imagenes &nNaF han demostrado mejores resultados
diagndsticos que los compuestos con grupos fosfenaharcados con’™Tc
(Schirrmeister y cols., 1999a; Schirrmeister y ¢&2901; Hetzel y cols., 2003; Even-
Sapir y cols., 2006; Kruger y cols., 2009), destdocaen el diagnostico de metastasis

O0seas comprendidas en la region espinal (Schirtengisols., 1999b). Sin embargo, su

5



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

uso esté limitado debido a la necesidad de untmeclgara la produccién déF, con

todos los requerimientos tecnoldgicos y altos sost®ndmicos que esto conlleva.

En contraste con los radiotrazadores osteotropiossuales muestran alta afinidad por
el calcio, compuestos oncotrépicos muestran alisoem las células malignas. El mas
comun de ellos es el analogo de la gluc88eEDG, mostrando un valor diagnéstico de
metéstasis 6seas malignas diferente al*U&c-MDP, no existe actualmente un
consenso sobre los dos métodos en relacion comaghdbtico de metastasis 0seas
(Zhang y cols., 2015). Ademas como se ha mencioaatkriormente, la produccion

8F_FDG requiere de un ciclotrén.

Una alternativa para la produccion de radionuckrlnisores de positrones es el uso de
sistemas generadores de radionucleidos, tales ebgenerador d&®Gef®Ga. Estudios
recientes han mostrado resultados prometedorézantio®®Ga para obtener imagenes
PET de metastasis 0seas en animales de experimdantien con un agente quelante
lineal como el EDTMP (Dewanjee y cols., 1976; Mitteuser y cols., 2007; Toegel y
cols., 2008) el cual, marcado con un radionucl@dd>>Sm) es ampliamente utilizado
en clinica como paliativo al dolor producido portastasis 6éseas (Bai y cols., 1998), o
bien, con un agente quelante macrociclico como ¢s aedo 1,4,7,10-
tetraazaciclododecano-1,4,7-triacético (BPAMD) |ikeal y cols., 2011; Fellner y cols,
2012). La estructura quimica de ambos puede obserea la Figura 2. La captacion de
estos radiotrazadores se produce en las regionesyabelelacion 6sea, que se originan
en la metastasis, ademas, la capacidad®@a-BPAMD para detectar este tipo de

metastasis en clinica también ha sido demostraé¢F y cols., 2010).

/\ Ho,c\/ | /~CcoM
/,_N‘ ,N -\ [N N
HOP ) ( POOHL 4o ly o O
(HO),0F  PO(OH), N NA /<P°3”2
N POJH,

Figura 2. Estructura quimica de: EDTMP (izquierda) y BPAMiI2(echa).
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El objetivo de este capitulo es realizar un estudiovivo comparativo de los
radiotrazadores 6se0s®Ga-EDTMP, ®Ga-BPAMD vy *F-NaF mediante la

cuantificacion de las imagenes PET en animalexperenentacion sanos.

5.1.2 Materiales y Métodos

5.1.2.1 Radiomarcaje

Para el marcaje del EDTMP, en el vial de reacc®raBadieron 300 ug de HEPES
sédico (Sigma) disuelto en 300 pl de agua desidaiza continuacion se afiadieron 400
ul de la solucién d&Ga obtenida a partir del generador prototipo desern el capitulo

3 y sometida a un proceso de concentracion y paciidn como se ha descrito en el
capitulo 4. Posteriormente se afiadid6 0,1 mL de sglacion stock 3,6 mg/mL de
EDTMP, preparada previamente disolviendo el EDTI8Rrfa) en agua desionizada y
adicionando NaOH 0,5 M bajo continua agitacion dast completa disolucion. El pH
de la mezcla de reaccion fue 3-4, empleando ustradode papel indicador (Merck).
La mezcla resultante se incubo a temperatura amebiltmante 30 minutos para llevar a

cabo la sintesis (Romero y cols, 2011).

Para el marcaje del BPAMD, se utilizé un vial decrmondas con 700 pl de una
solucién de 0,5 M de HEPES no iénico y se afadidfithpl de®®Ga obtenido a partir
del generador prototipo descrito en el capitulo 3ometido a un proceso de
concentracion y purificacion como se ha descritcelenapitulo 4. Posteriormente se
adicionaron 28,8 ul BPAMD procedentes de una sétusitock 0,6 mg/ml preparada
previamente disolviendo el BPAMD liofilizado (ABXn agua desionizada. El pH final
de la mezcla fue 3-4. A continuacion, la mezclaedecion se calentd a 90 °C durante 5
min en un microondas de laboratorio con radiaciamemodal, Discover Benchmate

(CEM), y posteriormente se enfrié hasta temperatarhiente con nitrogeno.
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Con el fin de eliminar é°Ga que no ha reaccionado con el EDTMP y con el BBAM
las mezclas de reaccion se purificaron medianteresina de intercambio catiénico. El
galio libre, presente como forma catiénfé&a’*, quedé retenido en la resina mientras
que el’®Ga-EDTMP 0°®Ga-BPAMD, no interaccionaron con esta, siendo relosgen

un vial.

La resina de intercambio cationico empleada fuat&XC 60 mg en formato de
cartucho (Phenomenex) previamente acondicionadd goh de HCI 4 My 1 mL de

agua. El rendimiento de sintesis se determiné cemporcentaje de actividad no
retenida en la resina de intercambio cationicoetsp la actividad total utilizada. Las

medidas se corrigieron por decaimiento.

Finalmente, el pH del producto final se ajust6 lasnproximo a 7 mediante la adicién
de alicuotas de una solucion de HEPES sddico 10thimyg se filtrd6 usando un filtro
de jeringa de 0,22 micras Dyna Gard (Microgon), dgumelo de esta forma los

radiotrazadores listos para su administracion.

5.1.2.3 Control de Calidad

La pureza radioquimica défGa-EDTMP y del®®Ga-BPAMD, se determiné por
Cromatografia Liquida en Capa Fina (TLC) de acuerdio el método descrito por
Fellner y cols., (2012). Una alicuota de las solnes de®®Ga-EDTMP y de®®Ga-
BPAMD se aplic6 en una placa vertical compuestaalg@losa TLC Polygram Cel 300,
0,1 mm (Macherey Nagel) utilizada como fase esteria, y como fase movil una
mezcla 2: 1 de A: B. Siendo A =9 mL de agua desamta, 0,6 mL HCI (37%), 88 mL
de acetona y B = acetilacetona. El andlisis s&zéebhjo estas condiciones para ambos
radiotrazadores, las impurezas radioquimicas asboel ®®Ga libre avanzaron con el
frente de solvente mientras que’&a-EDTMP y el’*Ga-BPAMD quedaron retenidas
en la zona de aplicacion de la muestra. Con etiérdetectar la radiactividad en las
placas, estas se pusieron en contacto con undlpgrdatalla-K (Bio-Rad) compuesta
de cristales de fluorobromuro de bario dopado coopio (BaFBr:E&"). Estos cristales

@
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son capaces de almacenar la energia liberada dueamimision de particulas beta o
rayos gamma convirtiéndola en luminiscencia. Bstainiscencia se detectd usando un
tubo fotomultiplicador y convirtiéndose posteriomteeen sefial eléctrica, generando asi
una imagen cuantitativa que representa la distidbude la radiactividad en la placa,
utilizando para ello un Molecular Imager FX (BioedRa

La pureza radionucleidica se calcul6 mediante é&speetria gamma utilizando un
espectrometro de germanio coaxial (Ortec). Todasntiestras se dejaron decaer
durante mas de 48 h para asegurar la desintegreaiectiva completa d®Ga. En
este momento, cuando ambos radionucleidos est&qguelhbrio radioquimico secular,
el ®®Ge se puede calcular mediante la cuantificacién pieb de 511 keV

correspondiente &/Ga producido a partir del decaimiento H&e.

5.1.2.4 Imagen PET/CT

Los estudios de imagen PET se llevaron a cabo @rctasconformidad con la
legislacion vigente sobre el uso de animales deraxentacion (RD 1201/2005 and
Ley 32/2007). Se usaron ratones hembras, jovensangs de las cepas FVB/N y
C57BL/6 alojados en los animalarios pertenecieatéSIEMAT y al Centro Nacional

de Investigaciones Oncologicas (CNIO) respectivdamen

Los radiotrazadore¥Ga-EDTMP y®Ga-BPAMD se sintetizaron como se ha descrito
anteriormente y*F-NaF se obtuvo en solucién comercial estéril ftmst Tecnoldgico
Pet, Madrid). Dos grupos de 6 ratones hembras FV8/DNn grupo de 6 ratones
C57BL/6 se inyectaron de forma intravenosa en la del animal, siendo la actividad
inyectada 5+ 3 MBq par¥Ga-EDTMP 0°Ga-BPAMD y 13+ 1 MBq para®F-NaF
respectivamente, medidas realizadas en un actidmatDC-405 (Veenstra
Instruments) calibrado previamente p¥i@a. Para la realizar los estudios de imagen se
utilizdé un equipo PET/CT para animales de experta@an, Argus PET/CT

(SEDECAL). Las imagenes se adquirieron durante BOvénutos después de la
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administracion de los radiotrazadores, estandordt@nes anestesiados con 2-2,5%
isoflurano en 5% de QOusando para ello un inhalador Fluovac (Harvard asafus).
Los parametros PET fueron los siguientes: ventanarnegrgia 250-700 keV y 20-30
min, adquisicion estatica. Para la imagen CT: T@nde 45 KV, corriente 150 mu, 360

proyecciones y resolucion estandar.

Las imagenes PET se corrigieron para eventos alesty de dispersion y sin
correccion de atenuacion, y posteriormente recoidsis mediante el programa 2D-
OSEM, usando 2 iteraciones para las imagenes adalzcorf®Ga y 3 en el caso del
% Finalmente, las imagenes PET fueron se fusionamon las imagenes CT
correspondientes, para obtener una referencia rai@p quedando las imagenes

corregistradas.

La cuantificacion de las imagenes PET se realilizanido el software Argus PET,
definiendose como regiones de interés (ROI) lamneg de hueso en crecimiento como
hombros, codos y como zona en no crecimiento lésbeswos. La captacion de los
radiotrazadores en diferentes regiones se estinthante el célculo de su Valor de
Captacion Estandarizado (SUV), de acuerdo corglaesite expresion:

UV concentracion actividad (%) X pesoratén (g)

actividad inyectada (KBq)
[1]

El SUViedio Y SUVmaximo S€ determinaron para cada ROI.

5.1.2.5 Analisis estadistico

La comparacion de los tres radiotrazadores sezéeatiediante un andlisis de la
varianza (ANOVA) de un factor utilizando el softwaSPSS. Las diferencias se
consideraron significativas cuando el nivel de ificecion fue menor a 0,05. El test a

posteriori empleado para ver diferencias signiifieet entre grupos fue el de Tukey.

@
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5.1.3 Resultados y Discusion

5.1.3.1 Radiomarcaje

Los rendimientos radioquimicos de las sintesi€@a-EDTMP y**Ga-BPAMD fueron
88,1 £55% (n=4)y 89,8+ 7,7% (n = 4) respaxtiente, resultados similares a los
reportados por Fellner y cols., (2011).

5.1.3.2 Control de Calidad

Las placas de TLC muestran®®Ga-EDTMP y®®Ga-BPAMD (Rf = 0,0) y*®Ga-libre
(Rf = 0,8), los resultados verifican que el métemopleado es valido para cuantificar

las posibles impurezas radioquimicas y el renditoide marcaje (Figura 3).

La PRQ obtenida por TLC fue 95% en todos los experimentos. La PRN en los
radiotrazadores fue del orden de®@®en todos los casos, disminuyendo en dos 6rdenes

de magnitud respecto al contenido’&e al eluido del generador prototipo.

‘ ®  [Ga]-EDTMP
(a) (b)

Figura 3. Placas de TLC®¥Ga-EDTMP ¢*Ga-BPAMD; antes purificar (a); después purificadiante
resina de intercambio catiénico (b). ®Ba-EDTMP 0**Ga-BPAMD (0,0) y Rf®Ga (0,8).
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5.1.3.3 Imagen PET/CT

En las imageneim vivo mediante PET en animales sanos, us&f@a-EDTMP,%®Ga-
BPAMD y *®F-FNa puede apreciarse una captacion fisiolégicaekresqueleto
destacando una mayor acumulacién en las regiondabdtieamente activas, en
particular, en las regiones de las epifisis dénl@sos cercanas a las articulaciones y en

la columna vertebral (Figura 4).

Figura 4. Imagenes PET/CT mostrando captacién 6%8a-EDTMP (a)*®Ga-BPAMD (b) y**F-NaF (c)
en ratones sanos 30 min postinyeccion. Zonas ddifiaacion: S = hombro, E = codo y F = antebrazo.
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SUVinedio SUViaximo

Radiotrazador Region Valor %CV Valor %CV
Hombros 5,110 18,2 14,362 15,1

¥F-NaF Codos 2,727 23,9 6,084 23,6
Antebrazos 0,461 50,0 3,387 69,0

Hombros 0,946 12,1 1,924 9,9
Ga-EDTMP Codos 0,304 14,4 0,766 13,1

Antebrazos 0,177 33,0 0,427 28,8
Hombros 0,255 24,2 0,559 28,4

®®Ga-BPAMD Codos 0,090 30,6 0,303 26,4
Antebrazos 0,045 31,2 0,160 21,1

Tabla 1. Cuantificacién mediante SUV de las imagenes PEIbsl&es radiotrazadores. Porcentaje del

coeficiente de variacién (% CV).

Los hombros mostraron el mayor grado de captacéa [os tres radiotrazadores en
valores SUViaximo €COMO  SUVhedqio asi como las relaciones hombros-
SUVmaximdantebrazos-SUysdio (Tabla 1).

El *®F-NaF presentd los valores més altos de SUV, un,Ski\de 5,11 + 0,93,y 2,73 +
0,65 y 0,46 + 0,23 para hombros, codos y antebregggectivamente y SU)ximo
14,36 + 2,16; 6,08 + 1,44 y 3,39 = 2,34 para hombmwdos y antebrazos
respectivamente (Tabla 1). Mientras qué®&la-EDTMP y e®Ga-EDTMP mostraron
una menor captacion para todas las regiones egasdigl®®Ga-EDTMP mostré mayor
acumulacion que ef®Ga-BPAMD, sin embargo no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (Fidgura-f). SUVpegio de 0,94 £ 0,11 vs
0,25 £ 0,07 en hombros, 0,3 + 0,04 vs 0,09 + OfD8axlos y 0,18 + 0,06 vs 0,04 £ 0,01
en antebrazos y los valores de S\d¥no 1,92 £ 0,19 vs 0,56 £+ 0,16 en hombros, 0,77 £
0,10 vs 0,30 + 0,08 en codos y 0,43 + 0,12 vs &,03 en antebrazos. Las relaciones
de SUViaximdSUVmedio €N antebrazos no mostraron diferencias estadistite
significativas y ademas fueron valores mas bajas Iqa obtenidos para &fF-NaF
(Figura 5 g).
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g) ratio deSUV,,simo hombros y SUV,qi, antebrazos
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Figura 5. Graficas de distribucion de los valores de SUVYefiGa-EDTMP,**Ga-BPAMD y*®F-NaF
en ratones sanos: (a) Skyio hombros, (b) SUWaximo hombros, (€) SU¥edi, c0dos, (d) SUMaximo

codos, () SUV¥edioantebrazos y (f) SUNiimo antebrazos. Las diferencias en los valores deldaion
(SUVnaximo hombros y SUV,eqio antebrazos) también se muestran (g). Las line@ontales en las

gréficas representan los valores de la medianadifa®ncias significativas estan marcados corryn (

dos (**) tres asteriscos (***) si p < 0,05, p < 0,0 p < 0,001, respectivamente.

Finalmente, el porcentaje de variabilidad entrevialeres de captacion interindividual
fueron también menores para Ski¥mo €n comparacion con el SUW\i, para todas las
regiones analizadas (Tabla 1). Los valores de c#ptgpara®®Ga-BPAMD y*®F-NaF

en hombros fueron la Unica excepcion, donde labdidad SUV,eqio fue menor que la
de la SUVLaximo Para regiones de remodelado 6seo (hombros y cellpsrcentaje de
variabilidad fue menor e¥Ga-EDTMP que ef’Ga-BPAMD y*®F-NaF; 12,1 vs 24,2 y
18,2 para el SUMedgio respectivamente y 9,9 vs 284 y 151 de [kiVo
respectivamente para el hombro, mientras que easel de los codos los valores fueron
17,4 vs 29,9 y 30,6 de SWh\i, respectivamente y 13,1 vs 23,6 y 26,4 de Shk¥o

respectivamente.
La amplia disponibilidad de escaneres PET pernbter@r imagenes de hueso de alta

calidad empleand&®F-NaF, el cual posee captacién 6sea altamente iéispecapido

aclaramiento sanguineo debido a la minima uniérogeinas y la dosimetria similar al

5
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de®*™c-MDP (Grant y cols., 2008).

Ademas, el sistema eficiente de distribucién ceiméutilizado para®F-FDG podria
ser utilizado para el suministro de otros radiofras marcados cofiF, como es el
caso dé®F-NaF. Recientemente se han comparado estudiosreEBnte'®F-NaF con
estudios de gammagrafia mediaft&Tc-MDP, demostrando que la imagen c8i-
NaF es mas precisa que la imagen obtenida medjantmagrafia o SPECT cOW'Tc-
MDP, para la localizacion y caracterizacion dedees Oseas tanto malignas como
benignas (lagaru y cols., 2012; Mick y cols., 20H) la actualidad los radiofarmacos
8F.FDG coma'®F-NaF son los mas utilizados (Choi y Raghavan 2082}F-NaF es
acumulado en hueso debido a que los aniones flu@on intercambiados con los
grupos hidroxilo presentes en la hidroxiapatitaaddalugar a fluoroapatita (Love y cols,
2003). La captacién défF-NaF es dependiente del flujo sanguineo, siendbtaedos
los aniones fluoruro captados por el hueso despeiés ciclo de circulacion sanguineo
(Czernin y cols, 2010).

En este estudio, los huesos mostraron una altaaéptde®-NaF en hombros y

antebrazos fue méas baja. Con el objetivo de ddkarruuevos radiotrazadores 0seos
para PET, diversos compuestos basados en grufosduss y marcados cSfiGa han
sido descritos, mostrando una alta afinidad pdridiaoxiapatita, la cual se encuentra
presente en el hueso, la acumulacion se deberdda de los grupos fosfonato con el
Cd" presente en los cristales de hidroxiapatita.

Estudios anteriores han indicado que la afinida&EB&@MP por el tejido 6seo, usando
hidroxiapatita como medio de union, puede deperdhdr tipo de radionucleido
incorporado (Mitterhauser y cols., 2004), mostrangita baja afinidad para el
compuesto®®Ga-EDTMP (Mitterhauser y cols., 2007; Toegel y col®008). Sin
embargo, Fellner, y cols., (2011) ha obtenido ree®mente rendimientos > 95% para la
unién de®®Ga-EDTMP a hidroxiapatita simplemente mediante tificacién de las
condiciones experimentales. Los fosfonatos no s@&ounen a la estructura de la
hidroxiapatita del hueso, sino que también esté&rantuando en la via de la HMG

CoA reductasa y son la inhibicion de la farnedivsfato sintasa (FPP).
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Los grupos fosfonatos imitan pirofosfatos y asiibeh la FPPS, por lo tanto los
fosfonatos muestran un papel bioquimico ademasfisieb-quimico en la union a
estructuras de hidroxiapatita de la matriz ésedin@rey cols., 2012). Este grupo de
investigacion ha estudiado &Ga-BPAMD, un bifosfonato conjugado-DOTA y
marcado cori®Ga, presentando una alta acumulacién en lesiores deetastasicas en

ratas asi como en seres humanos (Fellner y cOl2; Fellner y cols., 2010).

En el presente estudio, las imagenes de la capt§i$@-EDTMP y**Ga-BPAMD en
ratones sanos mostr6 que ambos trazadores se atamukn los huesos,
principalmente en las secciones con una relativeanaita remodelacion de la matriz
6sea, tales como los hombros y los codos (FiguraA@que la absorcion d&Ga-
EDTMP en las regiones analizadas fue mayor que ea’®8a-BPAMD, no se
encontraron diferencias significativas. La relaciéntre las regiones con una
relativamente alta remodelacion de la matriz 6semo hombros, y las regiones con
baja remodelacién, como antebrazos, fue similaat partbos fosfonatos y menores que
para'®F-NaF (12/13 veces vs 37 veces, respectivamentg)rées g).

La captacion de !F-NaF fue significativamente mayor que la de
®Ga-EDTMP vy ®®Ga-BPAMD al considerar tanto SW\ioc cOMo SUVhaximo LOS
valores de SUV par&Ga-EDTMP y'®F-NaF estan acorde con los resultados en
microPET mostrados por Mitterhauser y cols., (200@jroborando el hecho de que el
8c_.NaF es el radiotrazador mas adecuado en PET.uurl®F-NaF muestra los
mejores resultados para las imagenes de huesainelppl inconveniente es el alto
coste asociado con su produccién basada en citletr@éomparacién con la produccién

de basada en generadores de radionucleidos.

Por otro lado, se observa una menor variabilidadrimdividual para el SUWedio Y

SUVnaximo €N regiones con alta actividad de remodelaciépufessde la administracion
®8Ga-EDTMP, en comparacién cdfiGa-BPAMD vy *®F-NaF. Por lo tanto, como el
radionucleido®®Gano requiere de un ciclotron y debido nimero linotate animales

permitidos en estudios experimentales®®&la-EDTMP es un candidato a utilizarse en

e
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estudios preclinicos 6seos mediante imagen PET.

5.1.4 Conclusiones

En los estudios PET realizados en ratones sandSFéfNa mostré los mejores
resultados de captacion ésea, el principal incoewts es el alto coste econémico
asociado con su produccion, ya gue es necesaria dielotron, en comparacion con la
produccién de®®Ga basada en generador. En este contexto de ewstéitio, los
radiotrazadores basados%@a podrian desempefiar un papel importante. Potamtog

la mayor captacién de los compuestos con grupdsrfat®s en comparacion con'&-
FNa en lesiones osteoclasticas, descrita por Feflnels. (2011), evidencia el potencial
de esto$®Ga-radiotrazadores. Ademas la mayor afinidad®&h-EDTMP respecto al
®8Ga-BPAMD por el tejido 6seo ha sido demostradaivo mediante imagenes PET,
mostrando mayor captacion en las regiones de citiony proliferacion 6sea. Asi
como la pureza radioquimica y radionucleidica ddenjunto con la baja inversion
econOmica requerida para llevar a cabo este pmdeolio y su rapida y sencilla
sintesis, le confieren la posibilidad de ser trandé facilmente a un kit comercial. Por
lo tanto,®®*Ga-EDTMP debe ser tomado en consideracién parzaedbs estudios de
imagen PET, de caracterizacion y cuantificaciofosrmue estén involucrados procesos
de remodelado, tales como metéstasis 6seas. Parpatte, la misma molécula
(EDTMP) puede ser utilizado tanto para fines diagods como terapéuticos
("theranostics"), dependiendo de la radionucleildgido como ocurre en el caso del

®8Ga y'**Sm respectivamente.
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5.2 Analogo deu-MSH marcado con®*Ga

5.2.1 Introduccién

El melanoma es uno de los canceres mas agressiasyrao las metastasis que pueden
ocasionar, las cuales suelen aparecer en estadipgampranos del tumor primario
siendo una gran amenaza para la supervivenciaagdé&me (Chin y cols., 2006). La
cirugia puede ser efectiva en el tratamiento dabtuprimario, sin embargo en el caso
de melanomas metastasicos suelen ser altamendetneds al tratamiento por radio,
quimio, o inmunoterapia teniendo una supervivemeeia de vida menor a 9 meses
desde su diagnéstico. El hecho de que el melanemtaa altamente peligroso, incluso
en comparacion con otros tipos de cancer, no estéddb comprendido (Hoek y Godin,
2010).

La medicina nuclear desempefia un papel esenceldiagnodstico y tratamiento de los
pacientes que sufren de melanoma, siendo hoy da biapsia de ganglio centinela y la

tomografia por emision de positrones las herraragedé diagndstico mas utilizadas.

El diagndstico mediante PET usaridB-FDG proporciona informacion clinica de gran
relevancia para el diagnostico de metastasis aredifes organos y para evaluar el
estadiaje del melanoma. Siendo de gran utilidgolaerentes con un estado avanzado de
la enfermedad (estadios Il y IV) (Wagner, 2004)opeo esta demostrado que tenga un
impacto significativo para diagnostico de pacienjgs padecen melanoma en estadios |

y Il (Jiménez-Requenay cols., 2010).

La '®F-FDG es el radiofarmaco més utilizado en oncolagjfaembargo no resulta muy
especifico en el diagnéstico de melanomas y tampeceficaz para el diagndstico de
melanomas que utilizan como sustrato de energradsaliferentes a la glucosa (Nabi,
y Zubeldia, 2002; Dimitrakopoulou-Strauss y col2001). El disefio de nuevos
radiofarmacos PET siguen siendo en gran desafia pader estudiar procesos
especificos asociados a melanoma y el diagndsticnicrometastasis asociadas (Ren y
cols., 2009; Rbah-Vidal y cols., 2012).
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El receptor de melanocortina de tipo 1 (MC1R) egageptor acoplado a proteina G
gue se sobreexpresa en ceélulas melanociticas yaaoodicas de melanoma tanto
humanas como de raton (Bagutti y cols., 1995; Ghapecols., 1988; Jiang y cols.,

1996; Siegrist y cols., 1989; Siegrist y cols., 4980breexpresandosste receptor en

un 80% de los tumores de melanoma metastasicosnmsni@atro y cols., 1992).

La hormona estimulante de melanocitos adaMSH) es una hormona peptidica
enddgena agonista no selectiva de todos los ssbtipaeceptores de melanocortina,
excepto para el receptor de melanocortina huma@@dC2R). Por este motivo, una
estrategia para el diagnéstico de melanomas y tast&iproducidas por estos, después
de la reseccion del tumor primario, es utilizeMSH y sus analogos debido a la
sobreexpresion de MC1R. Péptidos analogosi-BISH marcados con distintos
radionucleidos, pueden ser potenciales radioligam@dwma el diagndstico y la terapia de
melanomas. Esta estrategia podria suponer un agagraécativo en el diagnostico in
vivo, realizandose por lo tanto, diversos estudinsesta linea (Fani y cols., 2008;

Koopmans y Glaudemans, 2012; Laverman y cols., 2012

Se han sintetizado diferentes analogos @éViSH marcados con diferentes
radionucleidos, mostrando alta afinidad por el mataa debido a su alta especificidad
de unién a MC1R, obteniendo resultados prometeqmes el diagndstico y terapia de
melanomas (Bagultti y cols., 1994; Miao y Quinn, 208@iao y Thomas, 2008; Eberle,
y cols., 2010). Dos analogos deMSH han mostrado los mejores resultados para el
diagnésticoin vivo. ElI primero es un péptido ciclado, el cual incogogara su
estabilidad reniop-MSHs.13 ReO(CyS*°D-Phé€, ardg?) (conocido como ReCCMSH
(Arg™). El otro es lineal, Ac-Nle-Asp-His-D-Phe-Arg-Fely-Lys-NH, (conocido
como NAPamida). Estos péptidos estan conjugadosicohQB, DOTA, en la cadena
lateral del residuo de lisina (es decir, en el,Xgtminal de la molécula), permitiendo
ser marcados cott'in 0 ®’Ga para SPECT y cdtiGa 0®*Cu para PET, mostrando alta
afinidad por MC1R y con buenas propiedades farmaéticas en modelos tumorales
de raton (Froidevaux y cols., 2004; Froidevaux §5.¢@®005; Cheng y cols., 2007a).
Existen variantes de los anélogos anteriores mascadn’®F, como es el caso d& -
FB-NAPamida para diagnostico mediante PET (Checgs:, 2007b).

e
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El rango de expresion MC1R para diferentes céldeasnelanoma humano y murino,
oscila desde varios cientos hasta alrededor deOlé€eptores por célula, Tabla 2
(Miao y cols., 2003).

Densidad de receptores en células humanas de m&ano

Densidad de receptor MC1R en cada linea celular (Neceptores/célula)

TXM13 5700
3M 5000
UACC257 2800
M14 1500
UACC62 1000
LOX 1000
SKMELS 1000
SKMEL28 900

Tabla 2. Densidad de receptores MC1R en diferentes linglataces humanas de melanoma. Tabla
adaptada de Miao y cols., (2003).

La captacion tumoral de los péptidos analogos-SH marcados con radionucleidos
se ha relacionado con la expresiéon de MC1R, comobserva tanto con’F-FB-
NAPamida (Cheng y cols., 2007b) como ¢86u-DOTA-NAPamida (Cheng y cols.,
2007a). Estos péptidos tienen una alta captacimworal en un modelo murino usando
en la linea celular tumoral de melanoma B16F10 (octmalta expresion MC1R) y una
menor captacion en la linea celular tumoral hundamanelanoma A375M (con baja
expresion de MC1R). Diversos estudios han estudiadgosible aplicacion de
diferentes radioligandos para diagnosticar mediaRtel y SPECT melanomas
primarios en ratones (Ren y cols., 2009; Rbah-Wdebls., 2012), sin embargo, se ha
prestado muy poca atencion en utilizar analogosaddSH marcados para el
diagnéstico de metastasis mediante PET, sobrecgaiodo un diagnéstico temprano de

estas puede resultar esencial para planificarataniento.
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El objetivo principal de este capitulo es evallanse directo def®Ga obtenido de la
elucion del generador prototipo desarrollado anteréente, sin necesidad de realizar un
proceso adicional de purificacion, mediante el mjgrcde DOTA-péptidos para ello se
utilizé un anélogo de-MSH, DOTA-NAPamida. Ademas, se evalu6®&a-DOTA-
NAPamida como potencial radioligando PET en elmiiesgico de melanoma, utilizando
para ello un modelo de ratdon con xenoinjerto com limea celular tumoral humana de

melanoma.

5.2.2 Material y métodos

5.2.2.1 Radiomarcaje

Debido al bajo contenido en metales obtenidos etugdo del generador (< 1 ppm en
total), a la baja concentracion tfiSe (10°%) y a la relativamente alta concentracion
del ®®Ga obtenido % 85% en 1 ml) se empleé directamente el eluidogeelerador
prototipo desarrollado en el capitulo 3 para lacEm de marcaje. El péptido DOTA-
NAPamida, sintetizado a demanda y posteriormendélizndo (Bachem), cuya
estructura quimica puede ser observada en la Figui@omero y cols., 2010), se
reconstituyé con agua hasta llegar a una concemtrdinal de 0,1 nmol/uL. 210 mg
(x5 mg) de HEPES (Sigma-Aldrich) se adicionarowial de reaccion junto a DOTA-
NAPamida (2-20 nanomoles), posteriormente se afiddidl correspondiente a la
fraccion 4 y 5 de la elucién fraccionada del gederarototipo dé€°GefGa (HCI 1M,

1 mL/min). El pH final de la mezcla de reaccion 8i4; medidas realizadas con tiras de
papel indicador (Merck). Inmediatamente despuésnéacla de reaccion se calento
usando un microondas de laboratorio con radiacionamodal, Discover Benchmate
(CEM), a 90 + 5 °C durante 5 min y finalmente edd, hasta temperatura ambiente,

utilizando nitrégeno gas.
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Figura 6. Estructura quimica del analogo @®1SH conjugado con DOTA, DOTA-NAPamida.

5.2.2.2 Purificacion del compuesto marcado

Con el objetivo de poder eliminar &8Ga que no ha reaccionado con la DOTA-
NAPamida durante la sintesis 8&a-DOTA-NAPamida, es decir &/Ga libre, se
realizd una etapa adicional de purificacion del poesto marcado basada en su
hidrofobicidad, utilizando una cromatografia deraaxtion en fase sélida mediante un
cartucho Sep Pak light (Waters). Ga libre no interacciona con la fase estacionaria
utilizando una fase mévil acuosa, mientras quel eas® def’Ga-DOTA-NAPamida y

el posible®®Ga coloidal (Bauwens y cols., 2010) si que sufnéeraccion y permanecen
retenidos en la fase estacionaria, pudiendo reaupel ®®*Ga-DOTA-NAPamida

empleando un solvente organico como etanol.

La mezcla de reaccion se purific6 empleando urucha Sep Pak light, previamente
acondicionado y equilibrado con 4 mL de etanol pyré mL de agua desionizada
respectivamente. Una vez transferida la mezclaepl Fak, se realiz6 un proceso de
lavado con 4 mL de agua desionizada, para asegueaseparacion completa d&Ga-
libre. Posteriormente, éfGa-DOTA-NAPamida se recuperd eluyendo el Sep Pak de
forma inversa usando 0,5 mL de etanol 96% (v/valnente, el etanol se evaporé
hasta sequedad usando un Speed Vac (Sav&i@ayDOTA-NAPamida se disolvi6 en
solucion salina (solucion de NaCl 0,9%). Se analina alicuota por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC), para estimaplaeza radioquimica del producto
final. El rendimiento de sintesis se determind ca@hporcentaje de la actividad eluida
del cartucho con etanol respecto al total de aivide®®Ga utilizada durante el

proceso, corrigiendo las medidas por su decaimiemt tiempo.
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5.2.2.3 Control de calidad

La pureza radioquimica défGa-DOTA-NAPamida se determind mediante radio-
HPLC, Alliance 2695 (Waters) controlado por softevdMillenium, equipado con un
detector UV (996 Waters) y un detector de radiadaid LB 507A (Berthold) acoplados
on-line. Los cromatogramas UV se registraron a 220 bajo las siguientes

condiciones:

* Fase estacionaria: columna de fase reversa, Jpiézo 904 (Phenomenex),
con dimensiones 4 m, 250 x 4,6 mm.

* Fase movil: 0,1% de TFA, 5% de acetonitrilo (soteeA) y 0,1% de TFA en
95% de acetonitrilo (solvente B).

* Gradiente (1 mL/min): 0-2 min, isocratico 5% deZ10 min, gradiente lineal
5-75% de B; 10-12 min, isocréatico 75% de B y 12r30, gradiente lineal 75-
5% de B y 5 min, isocratico 5% de B.

5.2.2.4 Imagen PET/CT

La linea celular de melanoma de ratén, B16V5, seirsstrd por la Dra. Soengas del
Grupo de Melanoma del Departamento de Oncologizdditdr perteneciente al Centro

Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO).

Las células se cultivaron en medio Eagle modificddlalbeccco's (Dulbeccco’s
Modified Eagle Medium (DEMEM+ GlutaMAX"I; Invitrogene, GIBCO)
suplementado con 10% de suero fetal bovino ina¢fBS; Sigma), 2 mM L-glutamina
(Invitrogene, GIBCO), 50 pl/mL Penicillinand y p@/mL Strelptomycin (Invitrogene,
GIBCO) en una atmosfera humidificada al 95% y un 88 CQ a 37 °C. Las
monocapas se separaron con tripsina y se disocemonna suspension de células

individuales para su posterior cultivo celular.
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Los experimentos con animales se aprobaron poosiit€ Etico de Experimentacion
Animal y se llevaron a cabo de acuerdo a las dicest del CIEMAT. Se utilizaron
ratones C57BL@rocedentes del Servicio de Animalario del CIEMA®s animales se
inocularon por via subcutanea en el flanco supé&urierdo con un milléon de células

de las lineas tumorales anteriormente descritas.

Se realizaron estudios de PET 25 dias despuésineciaacion del tumor usando para
ello un equipo Argus PET/CT (SEDECAL) (Figura 7ur@nte el estudio PET/CT los
ratones permanecieron anestesiados con una mez@a2¢b% isoflurano en 5% de
oxigeno utilizando un inhalador Fluovac (Harvardafgius). Una solucién comercial
estéril de'®F-FDG de 5 MBq (Instituto Tecnolégico Pet, Madrisd inyecté a los
ratones en la vena caudal y transcurridos 3 didessiyecté 0,7-3,7 MBq d&¥Ga-
DOTA-NAPamida. Las imagenes PET se adquirieron 4 mespués de la
administracion de cada compuesto marcado. Los pardsnde adquisicion fueron:
ventana de energia 250 a 700 keV y 45 min de adgisestatica; para la imagen CT
los parametros fueron: tensiéon de 40 KV, corried) pA, 2 disparos, 360
proyecciones y resolucion estandar. Las imagends dbenidas se corrigieron para
eventos aleatorios, de dispersion y de atenuagidmosteriormente se reconstruyeron
utilizando un software 2D-OSEM mediante algoritmies 16 subconjuntos y dos
iteraciones. Las imagenes PET se fusionaron comiagenes de CT correspondientes
obteniéndose imagenes corregistradas. Las imagemese cuantificaron ya que el
principal objetivo fue evaluar el uso directo 8&a obtenido del generador marcando
para ello DOTA-NAPamida.

Figura 7. Equipo Argus PET/CT para animales de experimedmaci



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

5.2.3 Resultados y discusion

5.2.3.1 Radiomarcaje

El rendimiento de reaccion vario en funcion dedatilad del precursor utilizado en la
reaccion, cuando se utilizaron 2-4 nanomoles (MOrd& DOTA-NAPamida fue de
27,51 + 14,93% y para 5-20 nanomoles (n = 6) d&78,28,56%. Por lo tanto, &Ga
obtenido directamente del generador puede ser adplen el marcaje de este tipo de
péptidos. Los rendimientos son similares a losritesqor los generadores comerciales
en el marcaje de DOTA-péptidos empleando la elusidrpurificar (Sudbrock y cols.,
2014).

5.2.3.2 Control de Calidad

La pureza radioquimica d&fGa-DOTA-NAPamida se calculé mediante radio-HPLC
con los pardmetros descritos previamente. El raolioatograma puede observarse en la
Figura 8 (Romero y cols., 2010), mostrando un p&@ ef*Ga-DOTA-NAPamida con

un tiempo de retencién de 9,3 min mientras qu&@h libre mostré un tiempo de

retencién de 3 min. La pureza radioquimica del aggspo final fue> 90%.
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Figura 8. Radiocromatograma d&iGa-DOTA-NAPamida, tr = 9,3 min (Romero y cols., @p1
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5.2.3.3 Imagen PET/CT

Como puede apreciarse en la imagen PET (FigurasQjuimores muestran captacion
tanto para®®Ga-DOTA-NAPamida como par#F-FDG, siendo la imagen d&Ga-
DOTA-NAPamida més limpia debido a la inespecifiddde '®F-FDG. En la imagen
con®*Ga-DOTA-NAPamida también se aprecia captacion smifones debido a que el
radiopéptido al tener un peso molecular menor @555 g/mol es excretado por via

urinaria.

Figura 9. Imagenes PET/CT en modelo de ratén con xenoinjertmelanoma: imagen coir-FDG
(izquierda); imagen coffGa-DOTA-NAPamida (derecha) (Oteo y cols., 2011).

5.2.4 Conclusiones

El ®Ga obtenido directamente de la elucién del generpdotipo ha sido empleado
en el marcaje de DOTA-NAPamida, mostrando renditogersatisfactorios para la
obtencion de imagenes mediante PET, presumiblentstiiglo a la alta actividad de
®8Ga presente en 1 mL y al bajo contenido en metiksluido. La utilizacién directa
del eluido del generador permite realizar la siatede DOTA-péptidos en un corto
periodo de tiempo, siendo esto de gran importathetigdo al T, del *®Ga.
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Por otro lado, el analogo de la hormona estimuldetenelanocitos DOTA-NAPamida
marcado cofi®Ga resulta ser (til para la deteccion de melanqriasrios, tal como se
demuestra en los estudios PET realizados en ratdrxenoinjerto subcutaneo de una

linea celular tumoral de melanoma, permitiendoisualizacién, y caracterizacion.

Por tanto, aunque la captacion en rifiones de estepéptido es elevada con la
consiguiente irradiacion de 6rganos no deseadasfdsultados obtenidos permiten
iniciar en animales de experimentacion una lineatrdbajo de interés para el

diagnéstico mediante PET de melanomas.

5.2.5 Referencias bibliograficas

* Bagutti, C., Stolz, B., Albert, R., Bruns, C., Ble3., Eberle AN. 1994. [111In]-
DTPA-labeled analogues of alpha-melanocyte-stinngat hormone for
melanoma targeting: receptor binding in vitro andivo. Int. J. Cancer. 58(5):
749-55.

e Bagutti, C., Oestreicher, M., Siegrist, W., Obereo] M., Eberle, AN. 1995.
alpha-MSH receptor autoradiography on mouse andahumelanoma tissue
sections and biopsies. J. Recept. Signal TransBest. 15(1-4): 427-42.

* Bauwens, M., Chekol, R., Vanbilloen, H., Bormans, &erbruggen, A. 2010
Optimal buffer choice of the radiosynthesis 6fGa)-Dotatoc for clinical
application. Nucl. Med. Commun. 31(8): 753-758.

« Cheng, Z., Xiong, Z., Subbarayan, M., Chen, X., Gaim SS. 2007a%‘Cu-
labeled alpha-melanocyte-stimulating hormone an&ognicroPET imaging of

melanocortin 1 receptor expression. Bioconjug. CHEB(3): 765-772.

* Cheng, Z., Zhang, L., Graves, E., Xiong, Z., Daraek., Chen, X., Gambhir,
SS. 2007b. Small-animal PET melanocortin 1 recepkmression using &F-

labeleda-melanocyte-stimulating hormone analog. J. NucldME3: 987-994.



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

Chin, L., Garraway, LA., Fisher, DE. 2006. Malighanelanoma: genetics and
therapeutics in the genomic era. Genes. Dev. 249-2182.

Dimitrakopoulou-Strauss, A., Strauss, LG., Burder,2001. Quantitative PET
studies in pretreated melanoma patients: a congaod$ 6-f°F]fluoro-L-dopa
with **F-FDG and"O-water using compartment and noncompartment aisalys
J. Nucl. Med. 42: 248-256.

Eberle, AN., Bapst, JP., Calame, M., Tanner, Hoidavaux, S. 2010. MSH
Radiopeptides for Targeting Melanoma Metastases. Edp. Med. Biol. 681.:
133-142.

Fani, M., Andre, JP., Maecke, HR. 200%5a-PET: a powerful generatorbased
alternative to cyclotron-based PET radiopharmacalsti Contrast Media Mol.
Imaging. 3: 67-77.

Froidevaux, S., Calame-Christe, M., SchumacherTanner, H., Saffrich, R.,
Henze, M., Eberle, AN. 2004. A gallium-labeled DOalpha-melanocyte-
stimulating hormone analog for PET imaging of melaa metastases. J. Nucl.
Med. 45(1): 116-123.

Froidevaux, S., Calame-Christe, M., Tanner, H.,rehéAN. 2005. Melanoma
targeting with DOTA-alpha-melanocyte-stimulatingimone analogs: structural
parameters affecting tumor uptake and kidney uptdkBucl. Med. 46(5): 887-
895.

Ghanem, GE., Comunale, G., Libert, A., Vercammear@ean, A., Lejeune,
FJ. 1988. Evidence for alpha-melanocyte-stimulatmgymone (alpha-MSH)

receptors on human malignant melanoma cells. Ii@adcer. 41: 248-255.

Hoek, KS., Goding, CR. 2010. Cancer stem cellsugephenotype-switching in
melanoma. Pigment Cell Melanoma Res. 23(6): 746-59.

Jiang, J., Sharma, SD., Fink, JL., Hadley, ME.,llytiv/J. 1996. Melanotropic
peptide receptors: membrane markers of human melamells. Exp. Dermatol.
5: 325-333.



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

Jiménez-Requena, F., Delgado-Bolton, RC., FernaRéezz, C., Gambhir, SS.,
Schwimmer, J., Pérez-Vazquez, JM., Carreras-DelgHd@2010. Meta-analysis
of the performance dfF-FDG PET in cutaneous melanoma. European Journal

of Nuclear Medicine and Molecular Imaging, 37(2342300.

Koopmans, KP., Glaudemans, AW. 2012. RationaldgHeruse of radiolabelled
peptides in diagnosis and therapy. Eur. J. Nucld.Méol. Imaging. 39(1):S4-
10.

Laverman, P., Sosabowski, JK., Boerman, OC., Oyh,2012. Radiolabelled
peptides for oncological diagnosis. Eur. J. NucedVMol. Imaging. 39 (1):
S78-92.

Miao, Y., Whitener, D., Feng, W., Owen, NK., Ch&q., Quinn, TP. 2003.
Evaluation of the human melanoma targeting progerof radiolabeled-
melanocyte stimulating hormone peptide analogueecdBjugate Chem4:
1177-1184.

Miao, Y., Quinn, TP. 2007. Alpha-melanocyte stintulg hormone peptide-
targeted melanoma imaging. Frontiers in Biosciei2e4514-4524.

Miao, Y., Thomas, PQ. 2008. Peptide-Targeted Radiise Therapy for
Melanoma. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 67(3): 213-228

Nabi, HA., Zubeldia, JM. 2002. Clinical applicat®of ¢°F)-FDG in oncology.
J. Nucl. Med. Technol. 30(1): 3-9.

Oteo, M., Romero, E., Camara, J., Soengas, MS.eidulF., Morcillo, MA.
2011. World Molecular Imaging Congres$Ga-DOTA-NAPamide for PET
imaging of melanoma metastases. 7-10 septiembreDiggo (EEUU).

Rbah-Vidal, L., Vidal, A., Besse, S., Cachin, F.pnBet, M., Audin, L.,
Askienazy, S., Dollé, F., Degoul, F., Miot-Noiraut., Moins, N., Auzeloux, P.,
Chezal, JM. 2012. Early detection and longitudimalnitoring of experimental
primary and disseminated melanoma usitf#§][CF01006, a highly promising

e



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

melanoma PET tracer. Eur. J. Nucl. Med. Mol. Imggi39(9): 1449-14461.

Ren, G., Liu, Z., Miao, Z., Liu, H., Subbarayan,,MChin, FT., Zhang, L.,
Gambhir, SS., Cheng, Z. 2009. PET of malignant netaa using °F-labeled
metallopeptides. J. Nucl. Med. 50(11): 1865-72.

Romero, E., Oteo, M., Castafiera, R., Alberti, An&al, F., Tormo, D., Grande,
MT., Mulero, F., Soengas, MS., Morcillo, MA. 201XV European Symposium
on Radiopharmacy and Radiopharmaceuticals. Labaling DOTA-a-MSH
analog with®®Ga for PET imaging of malignant melanoma. 8-111a2010.
Edimburgo (Escocia).

Siegrist, W., Solca, F., Stats, S., Giuffre, L.ri€h S., Girard, J., Eberle, AN.
1989. Characterization of receptors for a-melar®stimulating hormone on

human melanoma cells. Cancer Res. 49: 6352-6358.

Siegrist, W., Stutz, S., Eberle, AN. 1994. Homolegjoand heterologous
regulation ofa-melanocyte-stimulating hormone receptors in hum@ash mouse
melanoma cell lines. Cancer Res., 54: 2604-2610.

Sudbrock, F., Fischer, T., Zimmermanns, B., Guljy&., Dietlein, M.,
Drzezga, A., Schomaecker, K. 2014. Characterizatioh SnQ-based
(®®Ge)/f°Ga) generators and®Ga) -DOTATATE preparations: radionuclide
purity, radiochemical yield and long-term constanEyr. J. Nucl. Med. Mol.
Imaging. 4(1): 36.

Tatro, JB., Wen, Z., Entwistle, ML., Atkins, MB.,nfth, TJ., Reichlin, S.,
Murphy, JR. 1992. Interaction on an R-melanocytenidating hormone-
diptheria toxin fusion protein with melanotropirceptors in human metastases.
Cancer Res. 52: 2545-2548.

Wagner, JD. 2004. A role for FDG-PET in the surbrobanagement of stage IV
melanoma. Ann. Surg. Oncol. 11: 721-722.



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

»

<



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

5.3 Analogos de SST marcados céiGa

5.3.1 Introduccién

La ®F-FDG, un anélogo de la glucosa marcado ®€br(Figura 13, capitulo 1, apartado
1.5.1.1, pagina 53) es el radiofarmaco PET magadid en oncologia mostrando una
alta captacion en tumores con bajo grado de diéaeidn y por lo tanto, alta capacidad
de proliferacién. La captacion d&-FDG en las lesiones tumorales es proporcioral a |
cantidad de glucosa que estas consumen. El elesadsumo de glucosa es una
caracteristica de la mayoria de los tumores, yretdaionado con la sobreexpresion de
receptores GLUT-1 de membrana y con el aumentetiledad de una enzima llamada
hexoquinasa en las células tumorales. Sin emb&add--FDG presenta una serie de
limitaciones para el diagndéstico por ejemplo de drem con alto grado de

diferenciacion y lenta proliferacion, los cuales suelen presentar alta avidez por la

glucosa.

No obstante, existen diversos tipos de tumores.cerarde pulmon, linfomas,
meningiomas y tumores de origen neuroendocrino (N&le se caracterizan por
sobreexpresar receptores de somatostatina (SSTR)y(\bls., 2007; Maurice y cols,
2012; Naji y AL-Nahhas, 2012). Debido a esto, met@mente se han desarrollado
nuevos trazadores PET para el diagndstico de tigtssde tumores usando analogos de
somatostatina marcados c8fa. Sin embargo, hasta el momento, su uso estédini
a ensayos clinicos en centros médicos especiatizddoEuropa. Las ventajas que

ofrecen respecto a las técnicas habituales smigaentes:

* Desde el punto de vista técnico, presentan la jgedéaque su sintesis y proceso
de marcaje es sencillo. BGa puede ser obtenido de forma facil y econémica a
partir de un generador §&ef°Ga, lo que hace que se pueda disponer de forma

continuada del mismo.

* La adquisicion del estudio PET/TC consume menasp@eque otras técnicas

como puede ser la gammagrafia basada en estogigpexeptores. La técnica

@
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PET aporta informacion sobre la densidad y distiiiru de los receptores de

somatostatina, lo cual tiene impacto clinico dwean la terapia de los pacientes.

* Estos estudios permiten, mediante el célculo deicén(SUV), realizar una
valoracion semicuantitativa de la actividad en aoegs de interés que ha

demostrado tener gran valor prondostico.

e Ademas, la mayor resolucion espacial del TomogPdd en comparacion con
la gammagrafia convencional, proporciona mejor magjco de lesiones

pequenas.

Los radiofarmacos mas ampliamente utilizados emg@nduncional mediante PET son:
®8Ga-DOTA-TOC, ®Ga-DOTA-NOC y ®*Ga-DOTA-TATE (Romero y cols., 2010;
Lépez-Sanchez y cols., 2012) cuya estructura qaimiede observarse en la Figura 10
(Velikyan, 2014), ademas, estos DOTA-péptidos prase diferente afinidad por los
diferentes subtipos de receptores de somatost@Ba), como puede apreciarse en la

Tabla 3 (Antunes y col., 2007).

e %a %@
o&\ﬂz &sz osx\J/z
T T W

Figura 10. Estructura quimica de los analogos de somatoatdd®TA-TOC (izquierda); DOTA-TATE
(centro); DOTA-NOC (derecha) marcados &i®a (Velikyan, 2014).
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Ligando

hsstl hsst2 hsst3 hsst4 hssts

Somatostatina-28
Ga-DOTA-NOC
In-DOTA-NOC
Lu-DOTA-NOC
In-DOTA-BOC
Lu-DOTA-BOC
Ga-DOTA-BOC
Y-DOTA-NOC-ATE
Lu-DOTA-NOC-ATE
Ga-DOTA-NOC-ATE
Y-DOTA-BOC-ATE
Ga-DOTA-BOC-ATE
Somatostatina-28
Ga-DOTA-NOC?
Y-DOTA-TOC?
Ga-DOTA-OC*?
Y-DOTA-OC?
Ga-DOTA-TATE?

Y-DOTA-TATE ?

3,8+0,3(10) 2,5+0,3(11) 57 +0,6 (10) 4,2+0,3(11) 3,7 +0,4 (11)
>10000 (3) 1,9+04(3) 40+58(3) 260+74(3)7,2+1,6(3)
>10000(3) 29+0,1(3) 8+2(3f 227+18(3) 11,2+3,5(3)
>10000 (3) 3,4+04(3) 12+33(3) 747+47(3) 14+35(@3)
>1000(2) 4,4+04(3) 6,8+0,3(3) ND 10,5+ 1,5 (3)

>1000(2) 4+04(@(3) 63+02(3) 591+88(2) 6,5+0,1(3)

700 +£300 (2) 1,7+0,2(3) 10,5+0,5(3) ND 4,4 +1,2(3)
> 1000 (2) 42 +2(3) 47 +1 (3) ND 12 +173)
>1000(2) 3,6+03(3) 30+2(3) ND 15 + 1 (3§

>1000(2) 2,6+03(3) 113+80(2) 53+30(2) 5=24(3)
>1000(2) 29+0,3(3) 23%1(3) ND 7.8+2(3)
>1000(2) 2,0+0,2(3) 33+23(2) 35+24(2) ,5913(2)

52+0,3(19) 2,7+0,3(19) 7,7+0,9 (15) 5,6 +0,4 (19) 4,0 +0,3 (19)

> 10000 25+05 613 + 140 > 1000 73+21
> 10000 11+1,7 389 +135 > 10000 114 £ 29
> 10000 7,319 120 + 45 > 1000 60 £ 14
> 10000 20+2 27+8 > 10000 57 £ 22
> 10000 0,2+0,04 > 1000 300 £ 140 377 +£18
> 10000 1,6 +0,4 > 1000 523 + 239 187 + 50

Tabla 3. Afinidad de los diferentes analogos de somatostagtara los diferentes subtipos de receptores
de somatostatina. Valores de IC50 expresados efiln(ntedia + desviacién estandar). Nimero de
estudios realizados entre paréntesis. Somatosigisa usé como péptido control. ND = valor no
determinado®= Valores incluyen el péptido control somatostafiBasegiin Reubi y cols., (2008}

diferencias estadisticamente significativas (p05Pde G&'-péptidos vs otros metalopéptidos. Tabla

adaptada de Antunes y cols., (2007).
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Los analogos de somatostatina conjugados con DOTAnarcados®Ga son
radiotrazadores que han mostrado una alta afiredpécifica a SSTR, concretamente
para el subtipo 2, SSTR2, que es uno de los masiresnen este tipo de tumores
(Poeppel y cols., 2013). B{Ga-DOTA-NOC muestra afinidad a un mayor nimero de
subtipos de los receptores de somatostatina, ity SSTR2, SSTR3, y SSTR5
(Wild y cols., 2003). Estudios recientes en humaswgieren que este radiopéptido
identifica con mayor claridad las metastasis en pavacion con los otros
radiotrazadores mas especificos para SSTR2 demdsteser (til para su planificacion
terapéutica posterior (Wild y cols., 2005).

* Feocromocitoma

Los feocromocitomas (PCC) son tumores secretorescalecolaminas de origen
neuroendocrino que se originan en las células dinesade las glandulas suprarrenales.
La secrecion de catecolaminas por PCC puede dar mdipertension, siendo esta
potencialmente peligrosa para la vida de los ptese®proximadamente el 10% de los
feocromocitomas suelen producir diseminacién masast principalmente a los huesos
y el higado (John y cols., 1999; Tischler, 2008halrez metastatizado, no existe
ningun tratamiento eficaz por lo que un diagndstiemprano es fundamental. El
diagnéstico de feocromocitomas, por lo general, lisapla cuantificacion a nivel
bioquimico del contenido de catecolaminas y susbwditos en plasma y/o orina, y a
nivel morfolégico mediante imagenes radiolégicasno la tomografia computarizada
y la resonancia magnética (MR). Recientementemiagen funcional mediante PET
basada en ligandos especificos para la captacidncalecolaminas, rutas de
sintesis/secrecion y analogos de somatostatinarhardado la sensibilidad y precision
para la deteccién de feocromocitomas (Shulkin g.¢@006).

El objetivo de este estudio es evaluar el procemoual de purificacién y concentracion
del ®®Ga eluido de un generador descrito en el capitutnetliante la sintesis §&Ga-
DOTA-TATE y estudiar su posible aplicacion mediaReT empleando para ello un

modelo de ratdn con xenoinjerto subcutaneo deinea telular tumoral de PCC.

e
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* Meningioma

Los meningiomas surgen de las membranas aracnalddas células meningioteliales,
gue se adjuntan a la capa interna de la durambtier{n y Perry, 2010). Tienen una
incidencia anual de aproximadamente 7,44/100.08fresentando el 35% de los
tumores intracraneales primarios (Ostrom y col€9132 Los meningiomas se
diagnostican generalmente usando métodos de inmagenlogica/anatdémica como la
tomografia computarizada y resonancia magnética. egibargo, los meningiomas
situados cerca de la base del craneo pueden ggledide distinguir de otras lesiones,
tales como linfomas, metastasis, 0 neurinomas. d&secuencia, el diagnostico de
meningiomas en estos sitios requiere un enfoqupdetico especifico (Guermazi y
cols., 2005). Las técnicas de imagen funcionalesocel caso del PET, podrian tener
un papel potencial en el diagndstico de meningiosoase todo en los casos en los que
la biopsia es un riesgo, por ejemplo, aquellos abitacion cerca de estructuras
intracraneales criticas y para los tumores locdtigaen la base del craneo con posible

infiltraciéon de estructuras 6seas.

Los meningiomas, expresan en su superficie una gamedad de receptores:
de progesterona, androgenos, factor de crecimieptojactina, dopamina, Yy
receptores de somatostatina subtipo 2 (Dutour §.,cd998; Schulz y cols., 2000). La
relativamente alta sobreexpresion de niveles dalR2Ses una de las estrategias
empleadas para su diagnostico mediante imagenemhates y también para terapia
basandose en el uso de anédlogos de somatostatitados con radionucleidds
(Schulz y cols., 2000; Arena y cols., 2004). Sirbargo, todavia no esta claro cual de
estos analogos de somatostatina proporciona mejaggitados en el caso de
meningiomas. En la actualidad, no existe un estooinparativo d&Ga-DOTA-TOC,
®8Ga-DOTA-NOC, y*®Ga-DOTA-TATE en términos de captacién tumoral yazagad
para detectar meningiomas. Por lo tanto, el olmetle este estudio es realizar un
estudio comparativo de los analogos de somatoatatarcados coffGa,*®*Ga-DOTA-
TOC, %®Ga-DOTA-NOC, y®®Ga-DOTA-TATE, utilizando un modelo de ratén con

xenoinjerto subcutaneo de una linea celular tumdaheningioma humanao.
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e Tumor pulmonar de origen neuroendocrino

El cancer de pulmén continua siendo la principalseamundial de mortalidad por
cancer, 1,6 millones de muertes en 2012, 19,4%othd| lo que representa uno de cada
cinco fallecimientos por cancer (Ferlay y cols.120) siendo el tipo de cancer con
mayor incidencia y que con mas frecuencia se de&tg@oen todo el mundo, 1,8
millones en 2012, 12.9% del total de nuevos casagndsticados (Ferlay y cols.,
2015). Es destacable el mal prondstico y baja siymrcia de estos tumores, la
relacion mortalidad/incidencia es de 0,87. En Eadafsituacion no es muy diferente
siendo las muertes por cancer de pulmén en varaoesdiferencia, la causa mas
frecuente de mortalidad por cancer, con unos didacidencia mucho mayor que en
los paises del norte de Europa (Steliarova-Fougheols., 2012). Aunque se han
realizado ciertos progresos en su diagndstico gpiar la supervivencia del cancer de
pulmoén no ha mejorado sustancialmente en los U#tiBafios (Siegel y cols., 2011).
La mejora del prondstico, reduccién de la incidancimortalidad vendran de la mano
de la investigacion de los mecanismos moleculare®lylares que proporcionaran

nuevos descubrimientos en la prevencion, detedeidprana y tratamiento.

Basandose en criterios histopatolégicos los dstirtipos de cancer de pulmén se
clasifican en carcinoma microcitico (20%) y no rogitico (80%) en el que se
distinguen 3 subtipos: carcinomas de células essasn® epidermoide (30%),
adenocarcinomas (50%) y carcinomas de células gsaf0%) (Wang y cols., 2012).
Este ultimo, es un término descriptivo que incllge tumores que no pertenecen a

ninguno de los otros subgrupos.

Los tumores de pulmén que muestran propiedade®erdocrinas suman el 20-25%
del total de casos y segun sus caracteristicasolgidas y grado de proliferacion se
pueden clasificar segun la Organizaciéon Mundidlad8alud en: carcinoides tipicos (de
bajo grado), carcinoides atipicos (de grado intéia)ecarcinomas neuroendocrinos de
célula grande y carcinomas neuroendocrinos de aglalquefia (siendo estos dos
ultimos de alto grado de proliferacion y potenaratastasico) (Travis, 2009; Travis y
cols., 2011).

e
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Los tumores murinos de pulmén presentan caraétadst morfologicas,
histopatologicas y moleculares practicamente imdjstbles a las de los humanos
(Vikis y cols., 2013).

Se puede decir, que investigar a fondo una enfaddwimana es virtualmente
imposible sin un modelo animal que la emule en dc&les detalles, en particular si se
trata de cancer. Las técnicas de manipulacion iganée ratdbn permiten obtener
modelos con aplicacion preclinica cada vez maslaies a sus homdélogos humanos
(Frese y Tuveson, 2007; Gopinathan y Tuveson, 200@yios laboratorios han
dedicado su esfuerzo a generar ratones genéticammtificados que recapitulan los
rasgos geneéticos e histopatoldgicos del canceruttedm (Meuwissen y Berns 2005;
Kwon y Berns, 2013).

La naturaleza no invasiva de las técnicas de imeag#acular permite la realizacién de
estudios longitudinales, lo que implica que cuaguivance pueda transferirse en un
corto periodo de tiempo a la practica clinica sugrmho un claro beneficio. Otro
aspecto igualmente relevante en el diagnosticoramopdel cancer de pulmén mediante
las técnicas de imagen vivo, es la identificacion de este tipo de tumores aten&
temprana, reduciendo de esta forma su mortaliddmer{@ y cols., 2011a; Aberle y
cols., 2011b). En este sentido, los modelos ansrsda herramientas indispensables en
la puesta a punto de sistemas de analisis de imagervo para conseguir un
diagnostico temprano de las alteraciones asi canseguimiento y evolucion durante
la terapia. EI PET es una modalidad de imagen raédmopliamente utilizada en
oncologia para el estadiaje, monitorizacion deaefecdel tratamiento y seguimiento de
las recurrencias de un tumor dado que ofrece labiidad de una evaluacion
semicuantitativa funcional a nivel moleculan vivo y de alta sensibilidad en
comparacion con otras técnicas de imagen, lo qumifgela deteccion de tumores muy
pequefios. Debido a que algunos de estos tumoredesnaturaleza neuroendocrina y
sobreexpresan en su superficie receptores de sstatfita, una estrategia para su
diagnéstico es el uso de analogos de somatostangados cof°Ga, como es el caso
de®®Ga-DOTA-TOC.
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El objetivo de este trabajo fue evaluar la capratitnoral d€°Ga-DOTA-TOC en un
modelo de ratén genéticamente modificado, KSCK@dcuple Knock out), de tumores
pulmonares de origen neuroendocrino, desarrollado l@ Unidad de Oncologia
Molecular del CIEMAT.

» Caso clinico

Como consecuencia de la experiencia obtenida eratapulacion y uso de generadores
de®GefGay en el marcaje de péptidos é8@a, se establecié una colaboracion con el
Centro de Investigaciones Médico Sanitarias (CIME®) Malaga (Espafia) para
implementar el proceso automatizado de sintesiD@EA-péptidos corf®Ga en un
modulo de sintesis Tracerlab (General Electrigjfd 11) el cual estaba disefiado para
realizar sintesis d&F-FDG.
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Figura 11. Esquema modulo de sintesis Tracerlab (GeneralriEleenodificado para realizar la sintesis
con®Ga (Garcia y cols., 2012; Garcia y cols., 2013aci@a cols., 2013b; Romero, 2013).
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La purificacion def®Ga obtenido de generador comercial (Eckert andlitipge basé
en el método descrito por Mueller y cols., 2012wl utiliza una resina de intercambio
cationico, realizando una serie de modificaciormaa utilizar HEPES como tampon e
introducir una etapa de purificacion del compuestidcado mediante un cartucho de
extraccion en fase soélida (Garcia y cols., 2012ci@ay cols., 2013a; Garcia y cols.,
2013b; Romero, 2013).

5.3.2 Materiales y Métodos

5.3.2.1 Radiomarcaje

* Feocromocitoma

Un generador comercial de comercial de JTi{@ckert and Ziegler) se utiliz6 para
producir ®®Ga. El®Ga se purifico y concentré mediante una resinanterdambio
anioénico, como se ha descrito en el capitulo 4, yoatinuacion se adiciono
directamente en el vial de reaccion que conterggiggmente 25 nanomoles de DOTA-
TATE (ABX) disueltos previamente en 12,5 pL dgdHlesionizada y 1 mL de HEPES
no iénico (Sigma) 0,31 M. El pH de la mezcla decogan fue de 3,5-4 medido
mediante tiras de papel indicador (Merck). A camdicion, la mezcla se calenté a 90 +
5 °C durante 5 min usando un microondas de labravaiscover Benchmate (CEM),

con radiacion monomodal y después se enfrié a tetysa ambiente con nitrdgeno.

El producto resultante se purificO mediante unuzdrd de extraccion en fase solida Sep
Pak light (Waters) previamente acondicionado y ldayado con 4 mL de etanol puro y
4 mL de agua desionizada respectivamente. La meecteansfirio al Sep Pak donde
permanece retenido 8Ga-DOTA-TATE ademas del posibféGa coloidal, mientras
que el®®Ga libre, que no ha reaccionado, no interacciomaetaartucho (Bauwens y
cols., 2010) y por tanto podra separarse. A coatidn, el cartucho se lavé con 4 mL

de agua desionizada para eliminar los posiblesse®®*Ga libre.
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Posteriormente €¥°Ga-DOTA-TATE se recuperé eluyendo el cartucho Sef &e
forma inversa usando 0,5 mL de etanol 96% (v/v)rabte este proceso, &Ga
coloidal quedo retenido en el cartucho Sep Palalfi@nte, el etanol que contenia los
®8Ga-DOTA-péptidos, se elimind mediante un proces@\d®oracién hasta sequedad
usando un Speed Vac (Savant) y a continuaciéfiGa-DOTA-TATE se disolvié en

solucion salina (NaCl 0,9%).

* Meningioma

Para la obtencién d&Ga se utiliz un generador comercial basado en {E€kert and
Ziegler) 1850 MBq. La sintesis d€Ga-DOTA-TATE, ®®Ga-DOTA-NOC vy ®*Ga-
DOTA-TOC se realizé utilizando un moédulo automatam sintesis FastLab (General
Electric) perteneciente a la Unidad de Medicinainpu@ia Experimental del Instituto de
Investigacion Sanitaria Gregorio Marafion, (Madfgain). El procedimiento para la
purificacién y concentracion f8Ga fue similar al descrito en el capitulo 4, empiiea
una resina de intercambio aniénico y a continuasgadiciono directamente en el vial
de reaccién que contenia previamente 11,3, 11 4 fdnomoles de DOTA-TATE
(ABX), ®Ga-DOTA-NOC (ABX) y*®Ga-DOTA-TOC (BCN Peptides) y HEPES como
tampodn. El pH de la mezcla de reaccion fue de 4mgiido mediante tiras de papel
indicador (Merck). A continuacion, la mezcla seecéb a 95 + 5 °C durante 10 min
usando un microondas perteneciente al médulo yudssge enfri6 a temperatura

ambiente con nitrogeno.

La mezcla de reaccion resultante se purificO meeian cartucho de extraccion en fase
sélida Sep Pak light (Waters) previamente acondado y equilibrado con 4 mL de
etanol puro y 4 mL de agua desionizada respectintenta mezcla se transfirié al Sep
Pak donde permanecen retenidos®fi@a-DOTA-péptidos, mientras que %Ga libre

no interacciona con el cartucho. A continuaciomagtucho se lavo con 4 mL de agua
desionizada para eliminar los posibles restos®#&& libre. Posteriormente &iGa-
DOTA-TATE, °®Ga-DOTA-NOC y °®Ga-DOTA-TOC se recuperaron eluyendo el

cartucho Sep Pak de forma inversa usando 0,5 natai®l 96% (v/v). Finalmente, el

e
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etanol que contenia 10¥Ga-DOTA-péptidos, se eliminé mediante un proceso de
evaporacion hasta sequedad mediante calentamid2® %C y a continuacion 168Ga-
DOTA-péptidos se disolvieron en solucion compuettatampon fosfato y solucion
salina (1/3).

* Tumor pulmonar de origen neuroendocrino

Para los estudios de tumor pulmonar neuroendosenutilizé el generador prototipo
descrito en el capitulo 3 para la obtenciéfi®a. El protocolo disefiado para la sintesis
de ®®*Ga-DOTA-NOC se detalla a continuacién. #Ga purificado y concentrado
mediante una resina de intercambio anidnico, coenbasdescrito en el capitulo 4, se
adicion6 directamente en el vial de reaccion qudeerda previamente 2-12 nanomoles
de DOTA-NOC (ABX) disueltos en 4 desionizada a una concentracion final de 0,1
nmol/uL y 1 mL de HEPES no i6nico (Sigma) 0,31 MpH de la mezcla de reaccién
fue de 3-4, medido mediante tiras de papel indicgterck). A continuacion, la
mezcla se calento a 90 £ 5 °C durante 5 min usandnicroondas de laboratorio con
radiacion monomodal Discover Benchmate (CEM) y déspse enfrio a temperatura

ambiente con nitrégeno.

Finalmente la mezcla de reaccion se purifico @ido un cartucho basado en
hidrofobicidad Sep Pak light (Waters) de la mismanera que en el caso d&Ga-
DOTA-TATE empleado para el estudio de feocromocéem

» Caso clinico

En la colaboracion con el CIMES, se utilizé unadaghlomada (Comecer) en la que se
encontraba el modulo de sintesis y se introdujgamerador comercial de TiQEckert
and Ziegler) de 1850 MBq de actividad, acopladma lbomba peristaltica, la cual era
accionada de forma manual. La elucion del generseloealizo a un flujo de 2 mL/min

utilizando una solucion de HCI 0,1 M, y se paséectmmente por la resina de

&
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intercambio de 100mg Strata SCX (Phenomenex). fastente, ef’Ga se recuper
de la resina mediante una solucion NaCl 5 M/HCI § 8& condujo mediante helio a un
vial reactor en el cual se habia adicionado prestaen40 nanomoles de DOTATA-
NOC (piCHEM) en una solucién tamponada de HEPES3#HLa mezcla de reaccién
se calent6 a 90 °C durante 10 min mediante una placalentamiento convencional, y
se dejo enfriar hasta alcanzar temperatura ambigmstepurificacion del producto
marcado se realizé mediante un cartucho C-18 Skefigha (Waters) haciendo pasar la
mezcla por medio de helio, posteriormente se @aliza lavado del cartucho para
eliminar la solucién tampén empleada y®Ga que no habia reaccionado con el
DOTA-NOC. Finalmente €¥Ga-DOTA-NOC se recuperé del cartucho de purificacié
con 2 mL de etanol puro (Merck), el cual se dilegi suero fisiologico quedando de

esta forma el radioligando listo para ser inyectado

Se determind el rendimiento de marcaje, la purezdoquimica del producto final
marcado y la pureza radionucleidica de todas latesi$ realizadas®®Ga-DOTA-
TATE, ®®*Ga-DOTA-NOC y*®Ga-DOTA-TOC).

El rendimiento de marcaje se calcul6 como el pdegerde la actividad recuperada
(°*®*Ga-DOTA-péptidos) en etanol del cartucho Sep Papewo a la actividad no
retenida en el cartucho durante la carga y el av@ia libre no marcado) vy la

actividad final retenida en el cartucho ¥@a coloidal).

La pureza radioquimica asi como el posible dafi@éelido por radidlisis se estimaron
analizando una alicuota de cada sintesis mediaRleCHutilizando para ello una
columna de fase reversa de forma similar a la dasanteriormente (capitulo 5,

apartado 5.2.2.3, pagina 196).

La pureza radionucleidica se calcul6 mediante ¢ispretria gamma de forma similar a
la descrita anteriormente (capitulo 5, apartad@®31pégina 176).
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5.3.2.2 Imagen PET/CT

Todos los experimentos con animales se aprobaran upo Comité Etico de

Experimentacion Animal. Para el estudio de feocrdtomas se utilizaron 2 ratones
machos Swiss nude (Charles River). Los animalésageilaron por via subcutanea, en
ambos flancos, con un millén de células de unalt®ular de feocromocitoma de rata
(PC 12) proporcionada por el Dr. Rodriguez, Lalmratde Biologia de Membranas y

Reparacion Axonal de (Hospital Nacional de Paragasj Toledo, Espafia).

Para el estudio de meningiomas se utilizaron 16nest machos NUDE NU/NU
(Charles River) procedentes del estabulario deMAE y de la Unidad de Medicina y
Cirugia Experimental del Instituto de Investigaci®anitaria Gregorio Marafién. Los
ratones se inocularon por via subcuténea, en aftama®s, con un milléon de células de
una linea celular humana de meningioma (CH-157MNparcionada por el Dr. Randy

Jensen, del Departamento de Neurocirugia de lagsidad de Utah.

Para los estudios de tumores pulmonares se utifizaratones de un modelo de raton
genéticamente modificado de tumor pulmonar de origguroendocrino desarrollado y
proporcionados por la Dra. Mirentxu Santos Lafugmeeteneciente a la Unidad de
Oncologia Molecular del CIEMAT.

Los estudios PET se realizaron 25 dias despuéa u@dulacién de las células en el
caso de los feocromocitomas, 7-28 dias en el estlelmeningiomas y con 45 dias de
vida en el caso de los ratones con tumores pulrasnarsando para ello un equipo
Argus PET/CT (SEDECAL). Las imagenes se adquirieram los ratones anestesiados
(1.5-3% isoflurano en 5% de oxigeno utilizando uspdsitivo Fluovac) 30-90 min
después de la inyeccion iv en la vena caudal delade 2-2,5 MBq d&°Ga-DOTA-
TATE en el caso de feocromocitomas, 9-20 MBdf%&a-DOTA-TATE, ®®Ga-DOTA-
TOC o0 ®Ga-DOTA-NOC en el caso de meningiomas y de 1,1NH5 de *Ga-
DOTA-NOC en el caso de los tumores pulmonares,stdds radiotrazadores en un
volumen de 0,15-0,2 mL y pH 6. En el caso de losdiss realizados colfF-FDG se
inyecté 3,7-7,4 MB(q solucion comercial estéril (JTiadrid). Todas las medidas se

realizaron empleando un activimetro VDC-405 (Veenbtstruments).
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La obtencion de imagenes PET se realizaron medistesiguientes parametros:
ventana de energia 250 a 700 keV y 45-60 min adguisestatica, mientras que para
las imagenes CT: Tension de 40 kV, corriente (1AD2 disparos, 360 proyecciones y
resolucién estandar. Las imagenes PET obtenidesrsgieron para eventos aleatorios,
de dispersion y con y sin correccion de atenuagidsteriormente se reconstruyeron
utilizando 2D-OSEM, mediante algoritmo de 16 sulpeotos y dos iteraciones.

Finalmente, las imagenes PET obtenidas se fusionaom las imagenes de CT

correspondientes obteniéndose imagenes corregistrad

La cuantificacién de la captacion d&Ga-DOTA-TATE, *®Ga-DOTA-TOC, *®Ga-
DOTA-NOC y de®®F-FDG se realizé calculando la actividad mediacreegida por la
dosis inyectada y el peso de los animales paramebtl SUV, mediante la siguiente
ecuacion descrita anteriormente (ecuacion 1, dapituapartado 5.1.2.4, pagina 177).
A continuacion, se calculd la relacion Skhmo de los tumores y el SUMgio del
musculo (SUWw), utilizando el musculo como tejido no tumoral u@e es una zona

con baja expresién de receptores de somatost&oeppel y cols., 2011).

En la colaboracion con el CIMES, el servicio de M Nuclear identificé un

paciente candidato: mujer de 49 afos que desde @@k&ntaba fosfatemia, mientras
gue los niveles de calcio, magnesio y vitamina Bnemormales y ademas, padecia
dolores musculares incapacitantes en la vida disii@rome constitucional y sindrome
ansioso-depresivo. Se le realizaron estudios positenetria ésea con resultados
normales, la gammagrafia 0sea presentd posiblesifaa por estrés en el fémur, la
resonancia magnética lumbosacra mostr6 hemangiemasrtebras D11, L1, S2, se le
realiz6 SPECT cofin marcado con un anélogo de somatostatina (Oc&edy PET

con*®F-FDG sin hallazgos patolégicos en ninguno de tsseabtudios.

El servicio de Medicina Nuclear del CIMES sospecjug podia padecer un tumor
productor de FGF23 inductor de osteomalacia, paubl se realiz6 una peticion a la
Agencia Esparfola del Medicamento y Productos S@stdAEMPS) para poder usar

®8Ga-DOTA-NOC como uso compasivo.
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5.3.2.3 El analisis estadistico

Todos los valores se expresaron como media + deSnigstandar. Para el estudio de
feocromocitoma y tumor pulmonar de origen neuroendo, la significacion
estadistica se realizO usando la t de Student quilsie en linea:
http://www.graphpad.com/quickcalcs/). Las diferascise consideraron significativas

cuando el nivel de significacion fue menor a 0,05

En el caso del estudio de meningiomas se realiad@isis de la varianza (ANOVA) de
un factor mediante el software SPSS. Las diferens& consideraron significativas
cuando el nivel de significacion fue menor a OPisest a posteriori empleado para ver

diferencias significativas entre grupos fue el d&ély.

5.3.3 Resultados y Discusion

5.3.3.1 Radiomarcaje

* Feocromocitoma

El rendimiento de sintesis d&Ga-DOTA-TATE fue de 95,6 + 2,3%, n = 20. BGa-
coloidal durante la sintesis, se estimé a partiadectividad retenida durante el proceso
de purificacion mediante extraccion en fase soli§ap Pak light) siguiendo el
procedimiento descrito por Bauwens y cols., (20@B)eniéndose que el porcentaje era
extremadamente bajo (1,41 + 1,13%; n = 20) y siggudible que incluso esta retencion
pudiera ser debida a unién no especifica. Por éosguestimé que la presencia®t@a-

coloidal fue practicamente despreciable.

* Meningioma

Los rendimientos de sintesis fueron 67,81 + 3,12%4, 54,03 + 2,45%; n = 8 y 66,13
+ 3,35 %; n = 4 pard®Ga-DOTA-TATE, ®Ga-DOTA-TOC y *®Ga-DOTA-NOC

respectivamente.
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e Tumor pulmonar de origen neuroendocrino

En el rendimiento de marcaje c8iGa con DOTA-NOC, se aprecié una variacién en
funcion de la cantidad de precursor utilizada, daase utilizaron 10-12 nanomoles fue
de 62,65 £ 7,51%, n = 20 y cuando se utilizarora@omoles de 40,56 + 22,14%, n =
13.

Los rendimientos de sintesis cuando se usaron @maas de DOTA-péptido como
precursor fueron practicamente el doble que enasb cdel marcaje de DOTA-
NAPamida con la elucién directa del generador tagar5.3.3.1 del capitulo 5), aunque
es el mismo AQB no se trata del mismo péptido ydpuoeinfluir factores como el
impedimento estérico durante la reaccion de quatadestos mejores rendimientos
presumiblemente pueden ser debidos al proceso dicacion que disminuye la
cantidad de metales favoreciendo de esta formdntasss. Sin embargo, debido al
tiempo necesario para realizar este proceso deentracion y purificacion unido ahb
del ®®Ga hace que el aumento de rendimiento de sintesi®a compensado con el
tiempo en realizar el proceso, resultando entonmaeactividad del producto final
marcado muy similar cuando no se realiza la padfi@n que cuando se realiza,

pudiendo implementarse en funcién de las necessddeleexperimento a realizar.

e Caso clinico

En la sintesis d&%Ga-DOTA-NOC para su aplicacién clinica en CIMES,*%a
adsorbido en la resina de intercambio cationico>f®9,9%, recuperando del proceso
de purificacion y concentracion un 99,5%. El renidimo de reaccion fue superior al
95%.

La PRQ de las sintesis 8%a-DOTA-TATE, ®*Ga-DOTA-TOC 0*Ga-DOTA-NOC
se cuantifico mediante radio-HPLC con los paransetiescritos previamente, siereo
95% en todos los casos. En la Figura 12, se muastcaomatograma tipico de radio-
HPLC de®®Ga-DOTATATE. El cromatograma de radio-HPLC muestnapico para el

e
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®Ga-DOTA-TATE con un tiempo de retencién de 10,02;n@l resultado RCP de
HPLC fue> 95%. Observandose un pico relativamente limpio womposible hombro
delantero sin identificar, 9,65 min, estimandose g8 < 2% de la cantidad total de
actividad. Esta radioimpureza podria atribuirseagpéarcial oxidacion radiolitica de
®8Ga-DOTA-TATE, lo cual es consistente con los reslds previos (Breeman y cols.,
2009; Mu y cols., 2013). La adicién de agentes estcantes de radicales libres, tales
como acido ascorbico, podria suprimir significatieste la formacion de estos

subproductos (Mu y cols., 2013).
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Figura 12. Radiocromatogram&Ga-DOTA-TATE, tr = 10,02 min, RCP = 95%. Radioimezas, tr =
9,65 min, < 2% (Romero y cols., 2016).

La pureza radionucleidica en el eluido de los gedwes comerciales basados en,TiO
(Eckert y Ziegler) fue del orden de y en el caso del prototipo del orden d&%0
Como el ®Ge no se retiene en la resina de intercambio amigria etapa de
concentracion descrita anteriormente también psedeista como una purificacion de
®8Ga respecto del radionucleido padre, confirmandoselos resultados obtenidos ya
que el contenido eff®Ge disminuyé hasta T® para ambos generadores en las
muestras obtenidas a partir de la resina de intdrica anidnico. Por lo tanto, la
eliminacién casi completa del contenido §&e, ademas de una concentracién del
volumen, unida a la neutralizacién dé mediante este método proporcidtiGa en

solucion acuosa lista para poder usarse en lastdsteacciones de sintesis.
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5.3.3.2 Imagen PET/CT

 Feocromocitoma

El ®®Ga-DOTA-TATE obtenido se inyecté a un modelo dématon un xenoinjerto de
feocromocitoma con el fin de confirmar que®ba obtenido a partir del proceso de
purificacion y concentracion, usando 0,5 M de Na®td, adecuado para las reacciones
de sintesis de DOTA-péptidos y su aplicacion en.REdmo puede apreciarse en la
imagen PET/CT de la Figura 13 y la imagen segmansggliendo el método descrito
por Yushkevich y cols., (2006) ITK-SNAP de la Figut4, los tumores y los rifiones
mostraron intensa captacion ¥&a-DOTA-TATE. Los valores SUV¥iximo en el tumor

en las imagenes no corregidos por atenuacion ostilkentre 0,26 y 0,63 (SU\dio
0,37 £0,17) y la relacion media SgV fue de 31,2 + 17,7 (rango 19-57).

Figura 13.Imagenes PET/CT en modelo de ratén con xenoijeltadeocromocitoma cdfGa-DOTA-

TATE: sagital (izquierda); coronal (centro) y axidérecha).

Para evaluar el efecto de la atenuacién en la ificactdn, se realizé el mismo analisis
sobre los tumores y musculo. Aunque algunos aut@esugerido que la correccion de

atenuacion con CT se debe aplicar para la imagantitativa en PET (El Ali y cols.,
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2012) no se encontraron diferencias, siendo logreslSUV,aximo €n tumor 0,24-0,63
(media, 0,37 £ 0,18) y relacibn media Sty de 26,4 + 13,2 (rango 17-46) en las
imagenes de atenuacion corregida. Por otro ladcarékter hidréfilo def®Ga-DOTA-
TATE hace que se excrete principalmente a travdeslanones, esto contribuyd a su

alta captacion presente en la imagen.

Figura 14.Imagen segmentada usando ITK-SNAP.

* Meningioma

La captacién de las imagenes PET &8Ba obtenidas de meningioma, Figura 15
muestra los valores de SWMimo €n los tumores, el musculo y el higado, asi camso |
relaciones SUY). y SUVyy para cada radiotrazador. Los estudios estadistiensante
ANOVA mostraron diferencias significativas en lgption hepatica SUWiimo €Ntre
radiotrazadores (p < 0,001; F = 9,164), siendaeld%Ba-DOTA-NOC mayor que la de
®8Ga-DOTA-TOC y*®Ga-DOTA-TATE (p < 0,001). La captacién &i&a-DOTA-NOC

en el higado fue mayor que la de los otros trazsj@robablemente porque este es mas
lipofilo que ®®Ga-DOTA-TATE y°®®Ga-DOTA-TOC (Wild y cols., 2003). Ademas, no
se encontraron diferencias significativas entrarnazgadores para SUWyximoen el tejido
tumoral y el masculo. El estudio estadistico revatabién diferencias significativas en
el ratio SUV,. entre radiotrazadores (p < 0,001; F = 19,646), randb el ®*Ga-

@
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DOTA-NOC una captacion inferior £#Ga-DOTA-TOC y ®Ga-DOTA-TATE (p <
0,001), no encontrandose diferencias efftBa-DOTA-TATE y®®Ga-DOTA-TOC. En
cuanto a las diferencias en el ratio Skl el test de ANOVA mostro diferencias
significativas entre los radiotrazadores (p < 0B1% 5,560), siendo la captacién del
®8Ga-DOTA-TATE mas alta que la §8a-DOTA-TOC (p < 0,01) ¥’Ga-DOTA-NOC

(p < 0,05) (Soto-Montenegro y cols., 2014).
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Figura 15. Cuantificacion mediante SUV de las imagenes obéende meningiomas (Soto-Montenegro
y cols., 2014).

La Figura 16 (Soto-Montenegro y cols., 2014) mestra comparativa de las imagenes
PET/CT en un mismo animal para los tres radiotrazesd Los tumores en el flanco

eran mejor visualizados coffGa-DOTA-TOC vy *®Ga-DOTATATE que con’®Ga-
DOTA-NOC.

Existen pocos trabajos que han comparado los wat®EeSU W aximo de l0s analogos de
somatostatina marcados c§a y ninguno en meningiomas. En los articulos Pelgpp
cols., (2011) y Poeppel y cols., (2013) se mosti® & SUV,sximo de®*Ga-DOTA-TOC
tendié a ser mayor que el §8Ga-DOTA-TATE. Por otra parte, en el estudio realiza
por Velikyan y cols., (2014) no encontraron diferies estadisticamente significativas
en la captacién tumoral entrGa-DOTA-TOC y ®®Ga-DOTA-TATE, pero se
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apreciaron pequefias diferencias en su biodistdbusiendo presumiblemente ®8Ga-
DOTA-TATE preferible para la planificacion de lardapia con radionucleido$
(Velikyan y cols., 2014; Sandstrom y cols., 20B)estudio realizado por Yang y cols.,
(2013) sugirid qué®Ga-DOTA-TATE puede ser mas sensible y especifioe ®f@a-
DOTA-TOC.
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Figura 16.Imagenes PET/CT en modelo de ratén con xenoisjeitameningiomas c8fiGa-DOTA-
TOC, ®¥Ga-DOTA-NOC y*®Ga-DOTA-TATE: sagital (izquierda); coronal (centsodxial (derecha)
(Soto-Montenegro y cols., 2014).

Los resultados obtenidos en este estudio estara enidma linea que los trabajos
mencionados anteriormente publicados, obteniendonbién resultados de
biodistribucién para €1°Ga-DOTA-TATE vy el®®*Ga-DOTA-TOC muy similares. Sélo
dos estudios han comparado las relaciones de SWAY @iagndstico de pacientes con
tumores neuroendocrinos usartGa-DOTA-TATE y*®Ga-DOTA-NOC (Kabasakal y
cols., 2012; Wild y cols., 2013). En el realizadw pVild y cols., (2013) se detectaron

&
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significativamente mas lesiones c8iGa-DOTA-NOC que corf®Ga-DOTA-TATE,
probablemente debido al perfil mas amplio de uniln este radiotrazador a los
diferentes subtipos de receptores de somatostéinfunes y cols., 2007). Por el
contrario, Kabasakal y cols., (2012) demostrarom lgs imagenes obtenidas ¢86a-
DOTA-TATE y ®®Ga-DOTA-NOC podrian tener precisién diagnéstica garable para
los tumores de origen neuroendocrino, aundf®a-DOTA-TATE mostré una

captacion superior pudiendo ser una potencial jestbre’®Ga-DOTA-NOC.

Estos resultados estdn en concordancia con los atedékal y cols., (2012) y
proporcionan una prueba mas a favor de qd8Gal-DOTA-TATE sea el radiotrazador
de primera eleccién y éGa-DOTA-TOC sea utilizado como segunda opcién en el

caso de diagnéstico de meningiomas mediante PET.

*  Tumor pulmonar de origen neuroendocrino

Las imagenes PET/CT obtenidas c8Ba-DOTA-TOC de tumores pulmonares de
origen neuroendocrino, como puede apreciarse eRigara 17, muestra captacion
intensa en el pulmén izquierdo correspondiente &uoror de origen neuroendocrino
debido a que este tipo de tumores sobreexpresaptoees de somatostatina, también
hay captacién en los rifiones ya que el caractedfilim del ®*Ga-DOTA-TATE hace
gue se excrete principalmente por via urinaria. katores de cuantificacion de
SUVnaximo para el tumor fueron de 2,74-0,72 (media; 1,7962)y relacidon respecto al
muasculo de SUyVy de 25,79-6,74 (media; 16,79 * 5,85). Mientras tuemagen
PET/CT obtenida coF-FDG (Figura 18) no se aprecia captacién tumoral, laggo
de captacién corresponden al corazén y a los muscuitercostales, las cuales
muestran captacion debido al alto consumo de gludedorma enddgena. Por lo tanto,
el empleo dé°Ga-DOTA-TOC resulta de gran utilidad en el diagimdsprematuro y
posterior planificacion del tratamiento en este tije tumores. Los resultados obtenidos
en este estudio estan acorde con los trabajoscpdbk en clinica por Kayani y cols.,
(2009) y Jindal y cols., (2011), en los cuales carap el valor diagnostico de analogos

de somatostatina marcados &8@a y*®F-FDG.

e
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Figura 17.Imagen PET/CT tumor pulmonar de origen neuroerdo@on®Ga-DOTA-TOC: coronal

(izquierda) y axial (derecha).

Figura 18.Imagen PET/CT tumor pulmonar de origen neuroerido@on’®F-FDG: coronal (izquierda)

y axial (derecha).
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» Caso clinico

Las imagenes clinicas PET/CT (Figura 19) (Garaialy., 2013a; Garcia y cols., 2013b
y Romero, 2013) muestran la distribucién ¥&a-DOTA-NOC (148 MBq) 60 min

postinyeccion, apreciandose captacion fisiologitdniggado, pancreas, bazo, pituitaria,
tiroides, rifiones, glandulas adrenales, glandwéisades, intestino y pared estomacal.
Existiendo captacion patolégica en la region pratindel fémur izquierdo. Las

imagenes PET/CT ampliadas (Figura 19) (Garcia §.c@8013a; Garcia y cols., 2013b;
Romero, 2013) correspondientes a 2 h postinyecaidostraban un aumento de

captacion en el fémur izquierdo. Quedando de estad confirmado el diagndstico de

un tumor productor de FGF23 inductor de osteomalaci

Figura 19. Imagen clinica PET/CT dGa-DOTA-NOC, corte axial, de tumor productor de PGF
inductor de osteomalacia (izquierda) y 2 h postigi@n (derecha) (Garcia y cols., 2013a; Garcids.,co
2013b; Romero, 2013).
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5.3.4 Conclusiones

El ®Ga obtenido del proceso de purificacion y conceira mediante un método
manual y sintesis f8Ga-DOTA-TATE ha demostrado rendimientos de sintesison
mayores a los obtenidos empleando la elucion dirget generador, permitiendo ser de
gran utilidad para el diagnéstico de tumores newdoerinos tales como
feocromocitomas en un modelo de xenoinjerto denra&demas, debido a su
simplicidad permite ser facilmente implementadaentros de investigacion en el que

se requiera hacer estudios PET de este tipo erabesde experimentacion.

La captacién tumoral défGa-DOTA-TATE en PET en un modelo de xenoinjerto de
ratdbn con una linea celular tumoral de meningiooerhayor que la de los otros dos
radiotrazadores, lo que sugiere §f®a-DOTA-TATE podria ser considerado como el
radiotrazador de eleccion para el diagndéstico deimgeomas mediante PET, pudiendo

tener una repercusion directa para su uso enalinic

En el estudio realizado en los ratones genéticamantificados para el diagnéstico de
tumores de origen neuroendocrino mediante PET canga’’F-FDG y®*Ga-DOTA-
TOC se ha demostrado el gran valor diagnésticoslieadiotrazadores basados ¥ba
para el estudio de visualizacidén, cuantificaciécayacterizacion de tumores que no
consumen de forma elevada glucosa como sustranigndo una repercusion directa
en clinica para el diagnéstico de este tipo de tamcAdemas, permite trabajar en una
nueva linea de investigacion valorando posiblegarrgntos. La misma molécula
(DOTA-TOC) puede ser utilizada tanto para finesgd@sticos como terapéuticos
("theranostics") dependiendo del radionucleidoidegomo ocurre en el caso §&Ga

y el *""Lu respectivamente.

El caso clinico presentado es de gran relevancigugasupone ser el primer paciente
inyectado y diagnosticado utilizand3Ga en Espafia, quedando demostrando la
potencial aplicacion def®Ga y superioridad para el diagnéstico de deternoisiad
tumores, los cuales no han podido ser diagnosticagediante otras técnicas como

SPECT. Iniciando e impulsando de esta forma ekasdinica def®Ga en Espafia.
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Capitulo 6: Figuras, leyendas y tablas

Capitulo 1: Introduccion

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Naturaleza ondulatoria de la radiacion (CIEMAT12D
Espectro de ondas electromagnéticas (CIEMAT, 2014)
Esquema simplificado: efecto fotoeléctrico (CIEMAD14).
Esquema simplificado: efecto compton (CIEMAT, 2D14
Esquema simplificado: creacion de pares (CIEMATLA0
Principales tipos de desintegracion radiactivi&a(@AT, 2014).

Decaimiento de una fuente radiactiva en funciosuseperiodos de
semidesintegracion (CIEMAT, 2014).

Esquema simplificado del colimador, cristal detebeo y fotomultiplicador
(CIEMAT, 2014).

Esquema simplificado del funcionamiento de la gacdmara (CIEMAT,
2014).

Figura 10. Esquema simplificado de la reaccién de aniquilaeidtre un positrén y un

electron (Velikyan, 2014).

Figura 11. Eventos detectados en coincidencia en PET (Vealik§a14).

Figura 12. Esquema simplificado del funcionamiento del PETE(IAT, 2014).

Figura 13. Estructura quimica y sintesis por sustitucion mfdeede

¥-Fluorodesoxiglucosa (Yu, 2006).

Figura 14. Simulacion dosimétrica de la relacion entre la @ dosis absorbida en el

tumor y el tejido normal (TND) en relacion con leeeggia de la particula
emitida y el tamafo del tumor para varios emisfrégusijarvi y cols.,
2006).

Figura 15. Fotografia de un reactor nuclear. JEN-1, Juntarsedta Nuclear, Madrid

(CIEMAT, 2014).
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Figura 16. Esquema simplificado del funcionamiento de unotiéh (CIEMAT, 2014).
Figura 17. Fotografia de un ciclotron comercial (CIEMAT, 2014

Figura 18. Esquema simplificado de un generador de radiomoddizquierda) y

fotografia de un generador de radionucleidos comidiaderecha).

Figura 19. Porcentaje de las publicaciones relacionada$®mdesde 1950 hasta

2015, busqueda realizada en Sciencedirect.

Figura 20. Esquema simplificado de la desintegracion radiadi®®Ge y del’Ga,
basado de DDEP, (2015)

Figura 21. Formula estructural de los agentes quelantes bdnales lineales mas
utilizados en la actualidad: EDTA (izquierda) y DN Rlerecha).

Figura 22. Formula estructural de los agentes quelantes bdnales macrociclicos
mas utilizados par¥Ga en la actualidad: Ga-NOTA( izquierda) y Ga-
DOTA (derecha).

Figura 23. Esquema de las reacciones’#@a con DOTA (arriba) a 90° y NOTA
(abajo) a temperatura ambiente.

Tabla 1. Principales caracteristicas de los radionuclemas utilizados en imagen:
SPECT. Tabla adaptada de Chakravarty, (2011).

Tabla 2. Principales caracteristicas de los radionuclemas utilizados en imagen:
PET. Tabla adaptada de Chakravarty, (2011).

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de los principales radit@idios utilizados en terapia.
Principal modo decaimiento; para la emisosolo la energia maxima es
mencionada. Tabla adaptada de Chakravarty, (2011).

Tabla 4. Caracteristicas fisicas de los principales radil@ndas producidos en reactor
nuclear, adaptada de Chakravarty, (2013plo es mencionado el principal
modo de decaimiento; Seccion eficaz = magnitud gn@pnal a la
probabilidad de que un neutrén incidente interaoei@on un nucleo en un
medio material y segun una reaccion nuclear espagih = barnio (1b = 10

28 nf); Y = rendimientos de fision.

e
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Tabla 5. Caracteristicas fisicas de los principales radit@idios producidos en
ciclotron (Chakravarty, 2011).

Tabla 6. Caracteristicas fisicas de los principales raditmidos producidos via
generador de radionucleidos. Tabla adaptada de JAHEAO0).A =
acelerador, CD = cadena de decaimiento, R = reactaptura de neutrones,

R(f) = fisibn en reactor, CE = captura electrénica.

Tabla 7. Calcificacion de los principales tipos de generag@n funcion del tipo de
equilibrio radioquimico. Tabla adaptada de IAEA)1Q).

Tabla 8. Perdida de resolucion intrinseca en PET en furd#&la energia del positron
emitido de los radionucleidos mas utilizados. Talaptada de Pagani y
cols., (1997).

Capitulo 2: Generador de®*Gef’Ga

Figura 1. Resumen de los principales generadores descef$&df°Ga
(IAEA, 2013).

Figura 2. Planta de irradiacion Nayade perteneciente al Q\EM
Figura 3. Espectro gamma d&iGa.

Figura 4. Columna del generad8iGef®Ga prototipo: sin blindaje (izquierda) y
blindada con plomo (derecha).

Figura 5. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ge) y Ga* (m) a diferentes
concentraciones de HCI para: 5@ (arriba, izquierda), Ti&na (arriba,

derecha) y Ti@r (abajo, centroMedia + desviacion estandar (n = 3).

Figura 6. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ges) y Ga* (m) a diferentes
concentraciones de HCI para: Srée (arriba, izquierda), Snda (arriba,
derecha), Sn@co(abajo, izquierda) y Snexal (abajo, derechayledia +

desviacion estandar (n = 3).

Figura 7. Difractogramas, fase mayoritaria tetragonal, gpoadientes a Sn<zo

(izquierda) y Sn@cal (derecha).
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Figura 8. Imagenes SEM, Snkxo (izquierda) y Sn@cal (derecha).

Figura 9. Isotermas BET de adsorcion y desorcion de N2 a-co (linea

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

continua) y desorcioén (linea discontinua).

Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Ges) y Ga* (m) a diferentes
concentraciones de HCI para: Srto-irra (izquierda), Sn&cal-irra

(derecha)Media * desviacién estandar (n = 3).

Difractogramas, fase mayoritaria tetragonal, gpoadientes a Sn&o-irra

(izquierda) y Sn@cal-irra (derecha).

Resumen estudio generadi®el®Ga piloto basado en Sr®o eluido
regularmente®®Ga eluido: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min&), HCI 1 M, flujo
1 mL/min @), HCI 2 M, flujo 1 mL/min @), HCI 1 M, flujo 1,5 mL/min,
HCI 1 M, flujo 1 mL/min forma seca () y el contenido d&Ge: (A), (m),
(@), (V) en cada elucién respectivamente.

Resumen estudio generadi®el®Ga piloto basado en Sp®al y eluido
regularmente, para &Ga: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min &), HCI 1 M, flujo
1 mL/min @), HCI 2 M, flujo 1 mL/min @), HCI 1 M, flujo 1,5 mL/min
(»), HCI 1 M, flujo 0,5 mL/min (<) y HCI 1 M, flujo 1 mL/min forma
seca ( )y para el contenido d€Ge: (A), (m), (o), (»), (<), (¥) en cada

elucién respectivamente.

Resumen estudio del generaffi3ef®Ga prototipo basado en Sp€al y
eluido regularmente, para®Ga: HCI 0,5 M, flujo 1 mL/min &), HCI 1
M, flujo 1 mL/min (@), HCI 1 M, flujo 1,5 mL/min {») y HCI 1 M, flujo 1
mL/min forma seca ) y para ef’Ge: (A), (m), (), (¥) en cada elucién

respectivamente.

Perfil de elucién de*Ga obtenido del generador prototipo en forma

himeda ) y seca ¢). Media + desviacion estandar (n = 3).

Perfil de elucién de*Ge obtenido del generador prototipo en forma

hameda &) y seca ¥ ). Media + desviacion estandar (n = 3).

Figura 17. Comparativa del perfil de elucién d&Ga en forma himeda de distintos



Tesis doctoral. Eduardo Romero Sanz

generadores comerciales. Tabla adaptada de Chakrgwls., (2016).

Figura 18.Imagen PET/CT de la columna del generdd6ef®Ga prototipo al
principio de su uso (izquierda) y después de 1yaBi@b eluciones

(derecha).

Tabla 1. Resumen de los generadores comercial88GGa.

Tabla 2. Coeficientes de distribucién (Kd) para'tg G&* a diferentes
concentraciones de HCI para: 5@, TiOx-na y TiQ-r. Media + desviacion

estandar (n = 3).

Tabla 3. Coeficientes de distribucién (Kd) para‘Gg Ga" a diferentes
concentraciones de HCI para: Srég, SnG-la, SnQ-co y SnGQ-cal. Media

+ desviacion estandar (n = 3).

Tabla 4. Coeficientes de distribucion (Kd) para®Gg Ga* a diferentes
concentraciones de HCI para: SAtd-irra, SnQ@-cal-irra. Media +

desviacion estandar (n = 3).

Tabla 5. Resultados correspondientes a la valoracion dedrgdor basado en Si€o.
Siendo: N° = nimero de eluciones, %=®hendimiento d&Ga en cada
elucién, %°%Ge elu = el % ef°Ge presente en cada elucién y s = elucién en

forma seca.

Tabla 6. Resultados correspondientes a la valoracion aedrgdor piloto basado en
SnQ-cal. Siendo: N° = nimero de eluciones, % elu diraiento de’®Ga en
cada elucion, %°Ge elu = el % effGe presente en cada eluciény s =

elucién en forma seca.

Tabla 7. Resultados correspondientes a la valoracion aedrgeor prototipo basado en
SnQ-cal. Siendo: N° = nimero de eluciones, % elu diraiento de’®Ga en
cada elucion, %°Ge elu = el % d&Ge presente en cada eluciény s =

elucién en forma seca.

Tabla 8. Cuantificacion de los metales presentes en ladelutel generaddfGeféGa
prototipo al principio de su uso y después de 1yaB@b eluciones. Media

(ng/L) * desviacion estandar (n = 3).
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Capitulo 3: Purificacién de ®*Ga

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Método fraccionado (Breeman y cols., 2005).

Método de intercambio anionico (Velikyan y cok004). Estudio de
diferentes resinas de intercambio anionico (izglagrPerfil de elucion del
generador comercial de Ti® perfil del®®Ga recuperado con,B de la

resina de intercambio (derecha).

Resumen métodos de purificacién y concentracidfi@a mas usados:
Intercambio cationico (izquierda); intercambio amad (centro) y método
fraccionado (derecha) (Roesch, 2013).

1. Elucion del generador directamente a una resinatdeeambio
cationico.

Recuperacion défGa usando mezcla de HCl/acetona.

Aumento de la concentracion de HCI de la elucion.

Carga en resina de intercambio aniénico.

Recuperacion défGa de la resina de intercambio aniénico usando.agua

o 0 bk w N

Elucion fraccionada obteniendo 2/3 de la activittddl eluida.

Esquema del sistema manual para elucion, purifinaconcentracion y
sintesis d&Ga-DOTA-péptidos (Romero y cols., 2016).

Desorcion de la actividdGa respecto a la actividad total en el cartucho
Chromafix. Perfil de elucion por el método no fiaoado utilizando como
eluyente: 1 mL de agua desionizaaa) (© NaOH, ¢) y curva acumulada],
(m) respectivamentéedia + desviacion estandar (n = @Romero y cols.,
2016).

Desorcion de la actividdGa respecto a la actividad total en el cartucho
Chromafix. Perfil de elucion por el método frac@do (alicuotas de 45 ulL)
utilizando como eluyente: agua desionizadlg 0 NaOH ¢) y la curva
acumuladax), (m) respectivamentaledia + desviacién estandar (n = 3).

(Romero y cols., 2016).

Tabla 1. Método intercambio catidnico (Zhernosekov y cd@807).
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Tabla 2. Resumen de médulos comerciales para la purifinacidoncentracion

empleando los diferentes métodos y grado de auiranain. Tabla adaptada
de Boschi y cols., (2013).

Capitulo 4: Aplicaciones cor’®Ga

Figura 1.
Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Estructura quimica de: HEDP (izquierda); MDP (oeny HMDP (derecha).
Estructura quimica de: EDTMP (izquierda) y BPAMI2(echa).

Placas de TLC®Ga-EDTMP 0*°Ga-BPAMD; antes purificar (a); después
purificarmediante resina de intercambio catiénico (b)*38&a-EDTMP o
®8Ga-BPAMD (0,0) y Rf®Ga (0,8).

Imagenes PET/CT mostrando captacion 8%8a-EDTMP (a)*°Ga-
BPAMD (b) y*®F-NaF (c) en ratones sanos 30 min postinyec&onas de
cuantificacion: S = hombro, E = codo y F = antebraz

Graéficas de distribucion de los valores de SUVesfiGa-EDTMP,*Ga-
BPAMD y *®F-NaF en ratones sanos: (a) Skd¥, hombros, (b) SUWMaximo
hombros, (€) SUW¥edio c0dos, (d) SUMaximo C0d0S, (€) SUVedio antebrazos y
() SUVmaximo antebrazos. Las diferencias en los valores deldaion
(SUVnmaximo hombros y SUV.edgio antebrazos) también se muestran (g). Las
lineas horizontales en las gréficas representavaloses de la mediana. Las
diferencias significativas estan marcados con yd@s (**) tres asteriscos
(***) sip < 0,05, p<0,010p<0,001, respectivente, empleando Tukey
test.

Estructura quimica del analogo @®ISH conjugado con DOTA, DOTA-
NAPamida.

Equipo Argus PET/CT para animales de experimentacio

Radiocromatograma d&Ga-DOTA-NAPamida, tr = 9,3 min (Romero y
cols., 2010).

Imagenes PET/CT en modelo de raton con xenoinjertmelanoma: imagen

@
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con®F-FDG (izquierda); imagen cdfiGa-DOTA-NAPamida (derecha)
(Oteo y cols., 2011).

Figura 10. Estructura quimica de los analogos de somatoatdd@®TA-TOC
(izquierda); DOTA-TATE (centro); DOTA-NOC (derechaprcados con
®8Ga (Velikyan, 2014).

Figura 11. Esquema médulo de sintesis Tracerlab (GeneralrElemodificado para
realizar la sintesis cdfiGa (Garcia y cols., 2012; Garcia y cols., 2013a;
Garcia y cols., 2013b; Romero, 2013).

Figura 12. Radiocromatogram¥Ga-DOTA-TATE, tr = 10,02 min, RCP = 95%.
Radioimpurezas, tr = 9,65 min, < 2% (Romero y ¢@816).

Figura 13. Imagenes PET/CT en modelo de ratdn con xenoigjeledeocromocitoma
con®®Ga-DOTA-TATE: sagital (izquierda); coronal (centsodixial
(derecha).

Figura 14. Imagen segmentada usando ITK-SNAP.

Figura 15. Cuantificacion mediante SUV de las imagenes obtenile meningiomas
(Soto-Montenegro y cols., 2014).

Figura 16. Imagenes PET/CT en modelo de ratdn con xenoigjeldaneningiomas con
®%Ga-DOTA-TOC *%Ga-DOTA-NOC y*°Ga-DOTA-TATE: sagital
(izquierda); coronal (centro) y axial (derecha)t@SElontenegro y cols.,
2014).

Figura 17.Imagen PET/CT tumor pulmonar de origen neuroendo@on®’Ga-

DOTA-TOC: coronal (izquierda) y axial (derecha).

Figura 18.Imagen PET/CT tumor pulmonar de origen neuroendo@on*®F-FDG:

coronal (izquierda) y axial (derecha).

Figura 19. Imagen clinica PET/CT df8Ga-DOTA-NOC, corte axial, de tumor
productor de FGF23 inductor de osteomalacia (izdajey 2 h
postinyeccion (derecha) (Garcia y cols., 2013agi@ar cols., 2013b;
Romero, 2013).
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Tabla 1. Cuantificacion mediante SUV de las imagenes PEBsl&es radiotrazadores.

Porcentaje del coeficiente de variacion (% CV).

Tabla 2. Densidad de receptores MC1R en diferentes lirelataces humanas de

melanoma. Tabla adaptada de Miao y cols., (2003).

Tabla 3. Afinidad de los diferentes anédlogos de somatostgtara los diferentes
subtipos de receptores de somatostatina. Valor&S5feexpresados en
nmol/L (media £ desviacion estandar). NUumero dedigs realizados entre
paréntesis. Somatostatina-28 se us6é como péptitootd\D = valor no
determinado. a Valores incluyen el péptido control somatosta@i@abh™
diferencias estadisticamente significativas (p050de G&'-péptidos vs

otros metalopéptidos. Tabla adaptada de Antunessy, €2007).
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Capitulo 7: Publicaciones y congresos derivados @sta tesis

7.1 Publicaciones

* Romero, E., Morcillo, MA. 2017Inorganic oxides with potential application

in the preparation of a ®®*Gef®Ga generator systemAppl. Radiat. Isot. 119:
28-35.

* Romero, E., Martinez, A., Oteo, M., Garcia, A., klbo, MA. 2016.

Preparation of °®Ga-labelled DOTA-peptides using a manual labelling

approach for small-animal PET imaging.Appl. Radiat. Isot. 107: 113-120.

e Garcia-Torafo, E., Peyres, V., Romero, E., Rotdta2014. Measurement of
the half-life of ®®Ga. Appl. Radiat. Isot. 87: 122-125.

e Soto-Montenegro, ML., Pefa-Zalbidea, S., MateogBélIM., Oteo, M.,
Romero, E., Morcillo, MA., Desco, M. 2014Meningiomas: a comparative
study of ®®Ga-DOTATOC, ®®Ga-DOTANOC and ®®Ga-DOTATATE for
molecular imaging in mice.PLOS One. 4: 9(11).

7.2 Congresos

« XXXIV Congreso de la Sociedad Espafiola de Mediam&lear e Imagen
Molecular.Evaluacion de un método de sintesis y control delaad puesto a
punto de *®Ga-DOTANOC para uso clinico. de Gregorio, M., Costa, S.,
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