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Resumen

Estudios preliminares para la implementacién de un método de sintesis y
control de calidad de ['8F]JPSMA-1007: Un nuevo radiotrazador para cancer
de préstata en el sistema de salud publico chileno.

En Chile, el cancer de prostata es la patologia oncoldgica con mayor incidencia
y mortalidad, siendo responsable de alrededor de 2000 muertes cada afo. Dicha
cifra cobra relevancia al considerar que, con las herramientas actuales, el
diagnostico se realiza en etapas tardias donde ya se encuentran
desencadenados procesos metastaticos.

El ['®F]PSMA-1007 es un radioligando del antigeno especifico de membrana y
utiliza la tomografia de emisidn de positrones para obtener un diagnostico precoz
del cancer de prostata. En este trabajo, se implementdé y puso en marcha un
método de produccion de este radiofarmaco en la Comision Chilena de Energia
Nuclear. Asi mismo, se desarrollé una metodologia de analisis fisicoquimico que
asegura su seguridad, evaluando el cumplimiento de atributos criticos de calidad
del radiofarmaco como son la pureza quimica, pureza radioquimica, pureza
radionucleidica, tiempo de semidesintegracion del radioisotopo y pH final del
producto terminado. Ademas, se estudio la interferencia del ascorbato de sodio
en los ensayos de pureza quimica.

Este trabajo da cuenta de la primera etapa requerida para poner a disposicion el
['®F]PSMA-1007 desde el sistema publico, otorgando una potente herramienta

para la deteccion precoz del cancer de préstata en Chile.
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Summary

Preliminary studies for the implementation of a synthesis method and
quality control of ['®FJPSMA-1007: A new radiotracer for prostate cancer in
the chilean public health system.

Prostate cancer is the oncological pathology with the highest incidence and
mortality in Chile, being responsible for around 2000 deaths each year. That
number becomes relevant when considering, with current tools, the diagnosis is
carried out in late stages where metastatic processes are already triggered.

['®F]PSMA-1007 is a membrane-specific antigen radioligand and uses positron
emission tomography to obtain an early diagnosis of prostate cancer. In the
current work, a production method for PSMA-targeted radiopharmaceutical was
implemented and put into practice at the Chilean Nuclear Energy Commission.
Likewise, a physicochemical analysis methodology was developed that ensures
its safety, assessing compliance with critical radiopharmaceutical quality
attributes such as chemical purity, radiochemical purity, radionuclide purity,
radioisotope half-life and final pH of the finished product. In addition, the

interference of sodium ascorbate in chemical purity tests was studied.

This work lays the foundations for the first stage required to make [ F]PSMA-
1007 available from the public system, providing a powerful tool for the early

detection of prostate cancer in Chile.
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Introduccion

Imagenologia molecular y radiofarmacos

La imagenologia molecular (IM) es un tipo de procedimiento médico que provee
la visualizacién, caracterizacién y medicién de los procesos biolégicos a nivel
molecular y celular en sistemas vivos. La medicina nuclear es una rama de la IM
que, a través del uso de radiofarmacos, permite a los médicos especialistas
observar y medir los procesos funcionales, metabdlicos, quimicos y bioldgicos
dentro del organismo para diagnosticar y/o tratar los tumores malignos y otras
enfermedades.

En general, un radiofarmaco es un producto medicinal que usualmente es
administrado intravenosamente al paciente y resulta de la union de 2 elementos:
un minimo de un radioisétopo, que con su naturaleza radiactiva define el caracter
y su uso como diagndstico o terapia del radiofarmaco y un carrier quimico, que
juega un importante rol en el transporte selectivo del radionuclido blanco biologico
especifico. La figura 1 provee de un esquema pictorico de la formacion y unién
bioldgica de los radiofarmacos ['l. Al inyectar a un paciente un radiofarmaco y con
la tecnologia de deteccidn necesaria, habitualmente escaneres PET (del inglés,
Tomografia de Emisidén de Positrones) o SPECT (del inglés, Tomografia
Computarizada de Emisién de Fotén Unico), es posible realizar diagnésticos por
imagenes que permiten caracterizar distintas enfermedades, comunmente

cancer.
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Figura 1. Representacion esquematica de la formacién de un radiofarmaco.

Dentro de estos radiofarmacos se destaca el ['®F]JFDG, que es una molécula de
glucosa marcada con "®Fluor Py se trata del radiofarmaco de mayor uso en la
tomografia de emision de positrones. Su principal ventaja es que al ser un
radioisétopo emisor de positrones, se obtienen imagenes con una mejor
resolucion espacial y como resultado de ello se obtienen imagenes de
diagnostico de mayor calidad. Con "8F es posible detectar tumores desde 1,5 mm
de tamano. Al ser una molécula de glucosa y dado el alto consumo energético
del tejido neoplasico que se encuentra en constante proceso de replicacion, el
['8F]IFDG es metabolizado preferentemente por dichos tejidos, los que se
visualizaran con detalle en la imagen obtenida por el escaner PET. La principal

ventaja de utilizar glucosa marcada es que es util para casi todo tipo de tumores.



La especializacion de la sintesis de ['®F]FDG con altos rendimientos de reaccion
empezo en la década de los 80, pero su uso clinico de rutina como herramienta
de diagndstico cuenta con menos de 25 afios a nivel global 2. La figura 2 muestra
un ejemplo de las imagenes obtenidas utilizando tomografia de emision de
positrones utilizando ['®F]FDG, en esta imagen las imagenes representan el

consumo del trazador en linfonodos comprometidos en linfoma de la ingle, ambas

axilas y cuello (zonas rojas).

Figura 2. Imagenes obtenidas por un escaner PET utilizando ['®F]FDG.

Luego de la ['®F]FDG se han sintetizado otro tipo de moléculas marcadas con '8F
que son especificas para ciertos trastornos, como ['8F]Fluorotimidina para
cuantificar la proliferacion celular P! y hormonas esteroidales como el
['8F]Fluoroestradiol para caracterizar cancer de mama entre otras “l. Estos
radiofarmacos suelen tener etapas de sintesis mas complejas que la marcacion
de glucosa y estan dirigidos a receptores especificos del organismo, por lo que

es necesario asegurar su correcto funcionamiento, observando detalladamente



su pureza quimica y monitoreando la concentracion del radiofarmaco y los

potenciales productos secundarios de la sintesis quimica.

Cancer de préstata en Chile

El cancer de prostata es una enfermedad cada vez con mayor incidencia en Chile
y siendo responsable de alrededor de 2000 muertes cada afo, corresponde a la
patologia oncologica con mayor incidencia y la tercera causa de muerte en
varones en nuestro pais Pl. Dicha cifra aumenta su relevancia al considerar que
con las herramientas actuales el diagnostico se realiza en etapas avanzadas de
la enfermedad, donde ya se encuentran desencadenados procesos metastaticos.
Al diagnéstico tardio se suma el envejecimiento de la poblacion, de hecho, la
mortalidad por cancer de prostata en Chile ha ido aumentando progresivamente
desde el 1997 al 2015 61, La figura 3 muestra las cifras de incidencia y muertes
por cancer de varones en Chile durante el afo 2020, de acuerdo con el
Observatorio Global del Cancer de la Organizacion Mundial de la Salud
(Globocan). Estas cifras ubican al cancer de prostata como el trastorno
neoplasico con mayor incidencia y como la principal causa de muerte en varones
por cancer en Chile Bl Por ello es de especial importancia desarrollar e
implementar métodos que provean de un diagnostico precoz en etapas
tempranas de la enfermedad, implicando una mejor probabilidad de recuperacion

y sobrevida de la poblacion afectada.
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Figura 3. Cantidad estimada de incidencia y muertes por cancer de varones en
Chile durante el afo 2020.

En linea con los Objetivos Sanitarios de la Década propuestos por el Ministerio
de Salud en la Estrategia Nacional de Salud para el periodo 2011-2020 (mejorar
la salud, disminuir las desigualdades en salud, asegurar la calidad de las
intervenciones sanitarias), la imagenologia molecular es una tecnologia que
brinda enormes beneficios al diagndstico precoz y seguimiento del cancer en
general. En ese contexto, resulta de especial importancia el contribuir al plan
Nacional del Cancer y su Plan de Accién 2018 - 2028, promulgado en el 2018 y
cuyo objetivo es disminuir tanto la incidencia como la mortalidad atribuible a la
enfermedad, a través de estrategias y acciones que faciliten la promocion,

prevencion, diagnodstico precoz, tratamiento, cuidados paliativos y seguimiento



de pacientes, para mejorar su sobrevida, calidad de vida y la de sus familias y

comunidades [,

Antigeno de membrana especifico de préstata y ['*F]PSMA-1007

El PSMA es una proteina transmembrana presente en todos los tejidos
prostaticos. El incremento de la expresion de PSMA esta presente en varios
tumores, aunque su concentracion es mas elevada en el cancer de préstata. Casi
todos los adenocarcinomas de préstata muestran expresion de PSMA en la
mayoria de las lesiones, tanto primarias como metastasicas. Estudios
inmunohistoquimicos han demostrado que la expresion de PSMA esta
incrementada en pacientes con tumores desdiferenciados, metastasicos u
hormonorrefractarios. Mas aun, el nivel de expresién del PSMA tiene un valor

prondstico para la evolucion de la enfermedad [,

Uno de los ultimos avances en la tecnologia de sintesis de moléculas marcadas
con "8F es el ['®F]PSMA-1007, la estructura quimica de esta radiomolécula ha
sido disefiada para lograr una unién selectiva de este radiofarmaco con el
antigeno de membrana especifico, logrando transportar y unir al '8F con aquellas
células que sobreexpresan el PSMA. La PET, utilizando ['®F]PSMA-1007 como
radiotrazador es una técnica de imagen no invasiva para el estudio del cancer de
prostata, basado en el incremento de la expresidn del antigeno prostatico
especifico de membrana, PSMA. La tomografia por emision de positrones

proporciona una medida de la distribucion tridimensional del tejido con



sobreexpresiéon de PSMA, a través de la unién especifica con ligandos de
['8F]PSMA-1007. Asi, mediante el uso de este radiofarmaco, se pueden obtener
imagenes semicuantitativas que permiten valorar de forma no invasiva la
expresion de PSMA, proporcionando una herramienta para el diagnostico y

caracterizacion temprana de la enfermedad.8!

Se ha reportado el desarrollo de técnicas quimicas y precursores de marcacion
para obtener ['®F]PSMA-1007, ademas se han realizado las primeras pruebas
preclinicas en animales del radiofarmaco 9. Cardinale Jens y cols. han descrito
un método eficiente que cumple con las Buenas Practicas de Manufactura de
Radiofarmacos, asi como las especificaciones de producto terminado que deben

ser verificadas mediante analisis fisicoquimicos.[®!
Pruebas de control de calidad

En Chile, la Norma Técnica N°127 del Instituto de Salud Publica, que regula las
Buenas Practicas de Manufactura (BPM) para a Industria de Productos
Farmacéuticos en su Anexo N°6 “Norma Técnica de Buenas Practicas de
Manufactura de Productos Radiofarmacéuticos”, indica que el laboratorio de
control de calidad debera disponer de procedimientos de muestreo y ensayo
disefiados de forma tal que se asegure que las correspondientes materias
primas, productos semielaborados y producto final, cumplen con los estandares
aplicables, incluyendo la estabilidad, identidad, potencia, calidad y purezal'®1,

Por ello inmediatamente después de un proceso de sintesis, todos lo



radiofarmacos PET deben ser sometidos a rigurosas pruebas fisicoquimicas y
microbiolégicas. Debido a la vida media del producto manufacturado, todos estos
analisis deben ser completados en un corto periodo de tiempo para la liberacién

del producto.

Dentro de las primeras se encuentra la inspeccion visual del producto, la que
es realizada detras de un vidrio plomado. Esta prueba asegura que la solucién
final es limpia, transparente y libre de material particulado. Las fallas detectadas
en esta prueba pueden ser resultado de diversos factores, como problemas en la
sintesis, resultando en una solucion turbia. Una septa reseca puede causar la
presencia de material particulado en la solucién. Cualquier paso del proceso de
produccion que pueda ser realizado nuevamente, implica que el producto final
debe ser reprocesado. Dicho reproceso debe estar validado e incluido en la

férmula maestra del radiofarmaco.

La concentracion radiactiva es determinada dividiendo la actividad del producto
al final de la sintesis (EOS: End of Synthesis) por el volumen final del producto
registrado en mCi/mL o MBg/mL. El volumen puede ser determinado de
diferentes maneras, como el masar el vial de producto final antes y después de
la sintesis o validando el volumen final de soluciéon entregado por el médulo
automatizado de sintesis. La concentracion radiactiva debe ser incluida dentro

del etiquetado final, asi como su rango de uso apropiado.



El pH de la solucién final normalmente es requerido dentro de un rango, su
determinacion puede realizarse con varillas de papel pH o con un pHmetro
calibrado, si es que se requiere un valor mas preciso. En la practica rutinaria de
produccion de radiofarmacos es mas usada la varilla de papel pH, evitando asi

la contaminacion radiactiva del electrodo del pHmetro.

Los solventes residuales se encuentran clasificados segun su riesgo relativo en
un rango desde: Clase 1 (deben ser evitados) hasta Clase 3 (deben ser limitados)
[12.13] Cuando estos son usados en el proceso de sintesis, las cantidades
residuales deben ser cuantificadas durante los ensayos de control de calidad,
dicha determinacion se realiza utilizando la técnica de cromatografia de gases.
Cuando se planifican los ensayos de control de calidad, primero se debe
determinar si el solvente es realmente un solvente residual o si es parte de la
formulacion del producto final. Por ejemplo, el etanol es un solvente Clase 3 y
uno de los solventes mas comunes en la produccion de radiofarmacos. Sin
embargo, si es utilizado en pequefas cantidades para eluir el producto de un
cartucho de separacion, entonces debe considerarse como parte de la
formulacién del producto final. En este caso, debe estimarse la cantidad maxima
de etanol presente en el producto final y se debe justificar su uso, el que esta

estrechamente relacionado con las capacidades del proceso de produccion ['41,

La identidad y pureza radioquimica, son usualmente determinadas por

cromatografia de capa fina (TLC: Thin layer chromatography) o cromatografia



liquida de alta eficacia (HPLC: High Performance Liquid Chromatography). Para
radiofarmacos bien conocidos y utilizados hace ya mucho tiempo como la
['®F]FDG, es posible utilizar un método de TLC validado y realizado segun la
farmacopea ['%. Sin embargo, para nuevos agentes es necesario utilizar HPLC
debido a su mejor capacidad de separacién e identificacion de picos de
impurezas. Debido a su mayor costo es que los sistemas HPLC y columnas
cromatograficas son utilizadas para analisis de multiples radiocompuestos, por
ello, estos sistemas deben ser apropiadamente limpiados con métodos
adecuados segun la naturaleza quimica de la columna de separacion, de modo

de prevenir la contaminacion cruzada de las muestras.!'4l

Si el radionucleido utilizado para marcar la molécula fue manufacturado in-house
sera necesario realizar una prueba de identidad y pureza radionucleidica
mediante espectroscopia gamma, utilizando un detector de germanio hiper puro
(HPGe). Con este instrumento es posible identificar los radiois6topos presentes
en una muestra mediante su emisién energética caracteristica en el intervalo de

energias entre 0 a 2250 KeV.['4.16]

Dentro de las pruebas microbiolégicas, se debe realizar una comprobacion de la
esterilidad del producto final. El proceso de esterilizacion se realiza utilizando un
filtro pirinola de esterilizacion de 0,22 um, que debe ser analizado como parte del
control de calidad, asegurando que la membrana ha permanecido intacta durante

el proceso de filtracion. Para ello se realiza una prueba de integridad de filtro,
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la que frecuentemente es realizada mediante una prueba de punto de burbuja.
Para realizar esta prueba el filtro es conectado a una fuente de aire comprimido
y por el otro extremo es conectada una aguja cuya punta es sumergida en un
vaso con una pequeia cantidad de agua, el operador lentamente incrementa la
presion de aire comprimido hasta observar una pequena corriente de burbujas en
el vaso con agua, el nivel de presion en el que la membrana se rompe es
registrado como el punto de burbuja. Algunos factores pueden afectar la prueba
de punto de burbuja arrojando un resultado incorrecto. Por ejemplo, el etanol
posee una tension superficial inferior al agua o la solucion salina 0,9 %, asi que
altos niveles de etanol en el producto final resultaran en un valor menor de punto
de burbuja. En estos casos el filtro debe ser enjuagado con agua antes de realizar

la prueba, asegurando que no existan residuos de etanol en el filtro.

Por ultimo, se encuentra la prueba de endotoxinas bacterianas. Las
endotoxinas son componentes pirogenicos provenientes de la barrera externa de
las bacterias gramnegativas. Aunque el producto final se encuentre estéril, puede
existir presencia de endotoxinas, por lo que el producto final debe ser analizado
antes de su liberacion. La maxima cantidad de endotoxinas bacterianas permitida
es de 175 unidades de endotoxinas bacterianas por mL (UE/mL). La prueba mas
comun para determinar la presencia de endotoxinas bacterianas es el método
cromogénico, el que se basa en el cambio de coloracién del limulus amebocito

lisato (LAL) tras reaccionar con las endotoxinas bacterianas.['4
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El presente trabajo un método de produccién del radiofarmaco ['®FJPSMA-1007
en la Comision Chilena de Energia Nuclear y el desarrollo de una propuesta de
metodologia de analisis fisicoquimicos para asegurar la calidad quimica del
['8F]PSMA-1007, utilizado como un radiotrazador especifico para estudios de

cancer de prostata, empleando la tomografia de emision de positrones.
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Hipotesis

Un radiofarmaco es un producto medicinal que incorpora especifica y
selectivamente radionuclidos en el organismo, como un radiotrazador de tumores
u otro tipo de enfermedades. El desarrollo de estos compuestos se basa en el
entendimiento perfeccionado de la quimica entre el radionuclido y un carrier
quimico que interactua con un blanco biolégico.

La puesta en marcha del método de produccion de ['®FJPSMA-1007 vy el
desarrollo de una propuesta de metodologia analitica para asegurar la calidad
del producto farmaceéutico, sentara las bases para disponer de un nuevo

radiotrazador para la deteccion de cancer de prostata.

Objetivo general

Preparar el radiofarmaco ['®F]JPSMA-1007 y evaluar su calidad quimica, para su
aplicacion como un radiotrazador PET especifico para aplicaciones médicas en

estudios de cancer de proéstata.

Objetivos especificos

1.- Preparar el radiofarmaco ['®FJPSMA-1007 en el modulo de sintesis comercial
IBA SYNTHERA.

2.-Desarrollar y realizar las pruebas de control de calidad fisicoquimicas
necesarias para garantizar la seguridad del ["®FJPSMA-1007 como producto

farmacéutico.
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Radiofarmaco en estudio
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Figura 4. Estructura quimica del ['®F]PSMA-1007.
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Especificaciones fisicoquimicas para el producto terminado

Las especificaciones fisicoquimicas propuestas en la bibliografia ¥ para

['8F]PSMA-1007 se describen en la tabla 1. Es importante destacar que para el

desarrollo de métodos analiticos se considerd un volumen maximo de inyeccion

al paciente (Vmax) de 5 mL.

Tabla 1.

Parametro

Método

Criterio de Aceptacion

radioquimica

Apariencia Visual Limpia, incolora y sin material particulado
Identidad HPLC tr £0,5 min del estandar de referencia
Pureza HPLC 295 %

Espectroscopia

511 keV = 99,9 % (post liberacion)

Pureza gamma
radionucleidica Tiempo de vida 110 £5 minutos
media -
PSMA-1007: <0,1 mg/Vmax = 20 yg/mL
HPLC Cualquier otra impureza < 0,1mg/Vmax = 20 pyg/mL
Ejemplo de impureza: OH-PSMA
Pureza quimica Suma de todas las impurezas < 0,5 mg/Vmax =
100 pg/mL
TLC TBA < 2,6 mg/Vmax
DMSO =50 mg/Vmax
EtOH <10 % VIV
Varilla
PH indicadora 45-175

Especificaciones recomendadas para el control de calidad de
['8F]IPSMA-1007.

15



Materiales y equipos

Compuesto precursor y PSMA-1007

Precursor:
5-(((S)-4-carboxi-1-(((S)-4-carboxi-1-((4-(((S)-1-(((S)-5-carboxi-5-(3-((S)-1,3-
dicarboxypropil)ureido)pentil)amino)-3-(naftalen-2-yl)-1-oxopropan-2-
yl)carbamoiol)benzil)amino)-1-oxobutan-2-yl)amino)-1-oxobutan-2-

yl)carbamoyl)-N,N,N-trimetillpiridin-2-amonio.

Radiofarmaco:
Acido((S)-1-carboxi-5-((S)-2-(4-(((S)-4-carboxi-2-((S)-4-carboxi-2-(6-
fluoronicotinamido)butanamido)butanamido)methyl)benzamido)-3-(naftalen-2-

yl)propanamido)pentyl)carbamoil)-L-glutamico.
Materiales y equipos utilizados en la sintesis quimica de ['*F]PSMA-1007

Equipos y materiales
e Ciclotron IBA Cyclone 18/18.
e Moddulo de Sintesis IBA Synthera V2.
e Cartucho de intercambio de cationes fuertes SCX.

e Cartucho SPE C18ec.

Solventes y reactivos
e Materiales del kit de reactivos

1. Solucién de etanol al 5 %.
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8.

9.

Solucién de Etanol al 25 %.

Solucién salina de buffer fosfato.

Ascorbato de sodio.

Etanol para acondicionamiento de cartuchos SPE.
Dimetilsulfoxido.

Solucion acuosa de carbonato de tetrabutilamonio (0,075 M)
estabilizado con etanol.

Cartucho SEP-PAK Light QMA.

Agua para inyectable.

e Agua enriquecida con 80 98 %, WO Isotope Co. LTD.

Accesorios

1. Jeringas de 3, 5, 10, 20 y 30 mL.
2. Canulas estériles.

3. Filtro Millex 25 de 0,2 pm.

Materiales y equipos utilizados en las pruebas de control de calidad

fisicoquimicas para ['*F]PSMA-1007

Equipos y materiales

1. Cromatoégrafo liquido de alta eficacia, HPLC Agilent 1190, el que consta de:

a. Bomba cuaternaria con desgasificador.

b. Detector de arreglo de diodos, serie 1190.

c. Detector de radiacion Raytest de cristal de Nal.
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d. Inyector manual con loop de 5pL.

e. Columna de separaciéon Phenomenex Kinetex C18, 150 mm x 2,6 um y
100 A.

f. Software de control Agilent Chemstation for LC 3D Rev. A10.02 [1757].

2. Cromatografo de gases, GC Agilent 6890N equipado con autosampler Agilent

7683B y detector de ionizacion de llama (FID).

3.- Detector de germanio de alta pureza (HPGE) Canberra. Software de control

Genie 2000 Gamma Acquisition and analysis 3.2.1.

4.- Soporte de cromatografia de capa fina Merck TLC silica gel 60. Fabricado por

Merck. Lote: HX301819.

Solventes y reactivos

1. Estandar de referencia de [19F]PSMA-1007. Analogo no radiactivo del
radiofarmaco ['®FJPSMA marcado con '"F. Fabricado por Advanced
Biochemical Compounds (ABX) Alemania. Lote: 2017101. Certificado de
analisis:20171101.

2. Estandar de referencia de OH-PSMA. Fabricado por Advanced Biochemical
Compounds (ABX), Alemania. Lote: 20180101. Certificado de Analisis:
20180101.

3. Acido trifluoroacético para HPLC = 99.0 % Fabricado por Sigma-Aldrich,
Francia. Lote N° SHBJ2433. Certificado de analisis: SHBJ2433.

4. Agua ultrapura tipo |, apta para analisis en HPLC.

18



5. Acetonitrilo Lichrosolv. Fabricado por Merck. Lote: L1013830919.

6. Etanol absoluto para analisis. Fabricado por Merck. Lote: K60552383837.

7. Dimetilsulfoxido para cromatografia de gases. Fabricado por Merck.
Lote: K48040378804.

8. Metiletilcetona para analisis. Fabricado por Merck. Lote: K48941408748.

9. lodo resublimado para analisis. Fabricado por Merck. Lote: B1649861907.

10.Hidroxido de tetrabutilamonio 30 hidratado. Fabricado por Merck.
Lote: BCBX5142.

11.Cinta papel pH Merck en el rango de 5,0 a 10,0.
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Metodologia

1.Sintesis semiautomatizada de ['®F]PSMA-1007

El proceso de produccion de [ F]PSMA-1007, se puede resumir en las siguientes
etapas:

1.1 Obtencion de '8F: el radioisotopo '8F es el emisor de positrones mas utilizado
en la produccién de radiofarmacos PET debido a sus favorables propiedades de
decaimiento nuclear. El '8F tiene un periodo de semidesintegracion de 109
minutos, un 96.9 % de su decaimiento corresponde a una emisién *y solo un
3,1 % es a causa de captura electronica (EC). La energia maxima del positrén
emitido es de Emax= 634 KeV, y su energia media Emedia=250 KeV, estas energias
corresponden a un rango maximo en agua de Rmax 2,4 mm y un rango medio de

Rmedio= 0,6 mm. La figura 5 muestra el esquema de decaimiento del 'éF.
Estas caracteristicas le otorgan al '8F las siguientes ventajas:

e Posee un conveniente tiempo de semidesintegracion, otorgandole pocas
limitaciones de tiempo de sintesis y permitiendo protocolos de adquisicion
de imagenes mas largos.

e Cuenta con una alta produccion de B*, lo que promueve una mayor tasa
de produccidn de positrones, incrementando la sensibilidad de las

imagenes.
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e Tiene una baja energia de positrones de 649 KeV, por lo que proporciona

imagenes PET de alta resolucion.

18F (109,72 min)

1,655MeV — v
3,14%

B (0,633 MeV) 96,86 %

- v

180

Figura 5. Esquema de decaimiento del '8F.

El '8F utilizado en la produccion de radiofarmacos PET, habitualmente es unido
a la molécula carrier mediante una reaccion de sustitucion nucleofilica, para ello
es necesario que el '8F utilizado se encuentre como un anion fluoruro, [8F]F-.
Este anién es monovalente y forma un enlace covalente y estable con el carbono,
ademas la introduccion de un atomo de fluor dentro de una molécula incrementa

su lipofilicidad modificando su perfil de biodistribucion [17]

La ruta de produccion de ["®F]F- utilizada en este trabajo fue realizada en el
acelerador de particulas tipo ciclotron de 18 MeV IBA Cyclone 18/18, mediante

la irradiacion por una hora de un blanco liquido de 2225 pL de H2'0.
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Esta reaccion nuclear se define a continuacion:
18 18
0 (p,n)°F

Para este trabajo se produjeron actividades de 1484 hasta 1862 mCi de '¢F, el
que es transferido al médulo de sintesis IBA Synthera V2, donde se realiza el

proceso de sintesis quimica de ['®F]PSMA-1007.

1.2 Sintesis quimica automatizada de ['®F]JPSMA-1007: el proceso de
sintesis quimica es realizado en un mdédulo de sintesis automatizado del
fabricante lon Beam Application (IBA) modelo Synthera V2. Este proceso
automatizado se lleva a cabo con un cassette de sintesis, comercialmente
llamado IFP (Integrated Fluidic Procesor), el que consiste en una serie de
valvulas y capilares plasticos que realizan los movimientos de fluidos,
calentamiento, enfriamiento y purificaciones necesarias para la sintesis de
['®F]PSMA.

La sintesis quimica se puede describir en las siguientes etapas:

1.2.1 Preprocesamiento del '®F: el ['8F]F- enviado desde el ciclotrén se encuentra

en solucidon acuosa, por lo que es fuertemente hidratado debido a su alta
densidad de carga y es facilmente protonable. En estas condiciones, el
radioisotopo no es apropiado para participar en una reaccion de sustitucion
nucleofilica, hasta que se haya eliminado el agua de su entorno. Para resolver
esta situacion, la solucion obtenida en el ciclotrén es cargada en un cartucho de
intercambio anidnico fuerte, como el cartucho SEP-PAK Light QMA para atrapar
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el anion['8F]F-. Luego, este es eluido utilizando una base débil no nucleofilica, de
modo de evitar una competencia en la reaccidon de sustitucion. En este caso se
utiliza como base débil carbonato de tetrabutilamonio, que luego es enviado al
vaso de reaccion del médulo de sintesis. Luego de la elucién, el complejo es
secado repetidamente mediante destilaciones azeotropicas consecutivas, de
modo de remover cualquier traza de agua, durante esta etapa la base débil
utilizada (CO3?) previene la perdida de '®F en su forma volatil ['"®F]HF. Este
proceso da como resultado un ['8F]F- altamente nucleofilico, debido a la
formacion de pares idnicos débiles entre el ['®F]F- y el tetrabutilamonio, formando
el complejo de ['®F]TBAF, que se encuentra seco y que luego es disuelto con un
solvente polar aprético, como el dimetilsulféxido (DMSO) en el que viene también

disuelto el reactivo precursor.

1.2.2 Reaccion de radiomarcacion: luego de acondicionar apropiadamente el

['8F]F- para una reaccion de sustitucion nucleofilica, se agrega al vaso de
reaccion 1 mg de precursor descrito en el esquema de sintesis de la figura 6, el
que se encuentra disuelto en 1,5 mL de dimetilsulféxido (DMSO), donde ocurre
la reaccién de sustitucidn nucleofilica. ElI vaso de reaccidon se encuentra
herméticamente sellado y la reaccidn ocurre por 10 minutos a una temperatura
de 85 °C. El producto de esta reaccién es llamado mixtura cruda. La figura 6

muestra un resumen de la reaccion de radiomarcacion.
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Figura 6. Esquema de sintesis resumido de ['®F]PSMA-1007 en modulo de
sintesis IBA Synthera V2.

La radiomarcacion descrita en la figura 6 corresponde a una reaccién de
sustitucion nucleofilica con 'F de un heteroareno, formando una
['8F]fluoropiridinal®l. En este tipo de reacciones, las posiciones 2 y 4 de la piridina
se encuentran altamente activadas, favoreciendo las reacciones de intercambio
nucleofilico que utilizan grupos salientes como |, Br, Cl, F, NOz2, o en este caso
+NMes. Las condiciones de radiomarcacion para las 2-['8F]piridinas son similares
a las de las sustituciones nucleofilicas aromaticas (SnAr) utilizadas en
homoarenos, como el uso de altas temperaturas de radiomarcacion (>80°C) por
lo que se usan solventes con alto punto de ebullicion como dimetilformamida

(DMF) o en este caso DMSO (punto de ebullicion: 189°C) '],

La figura 7 muestra el mecanismo de sustitucion nucleofilica descrito

previamente.
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Figura 7. Mecanismo de reaccion de sustitucion nucleofilica heteroaromatica
que describe la radiomarcacion de ['®F]JPSMA-1007 (GS: grupo saliente).

1.2.3 Purificacion via extraccién en fase sdlida (SPE): luego de la reaccién de

fluorinacion, la mixtura cruda es arrastrada desde el vial reactor con 4 mL de una
solucién de etanol al 5 % donde es cargada en un cartucho SPE de C18ec, donde
se retienen los compuestos lipofilicos y el resto es conducido a un vial destinado
a los desechos de reaccién. El cartucho C18ec es lavado 4 veces con un volumen
de 5mL de etanol al 5 % y luego con un lavado adicional con 1 mL de etanol al
25 % que elimina del cartucho las impurezas lipofilicas de la mixtura cruda que
no fueron arrastradas en el primer lavado. Finalmente se realiza una elucion final
del ['®F]PSMA-1007 retenido en el cartucho C18ec con 5 mL de etanol al 25 %.
Esta solucion es una vez mas purificada a través de un cartucho SCX (Strong
Cation Exchange, Intercambio de cationes fuertes), donde son retenidos los
contaminantes polares que pudieron haber quedado luego del proceso de
purificacion en C18Ec. Finalmente, la solucién es esterilizada mediante una
filtracion en un filtro Millex-Cathivex GV 0,22um que previamente contenia 15 mL

de buffer fosfato salino estéril.[®!
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2. Analisis fisicoquimicos de control de calidad de ['®F]PSMA-1007
2.1 Anadlisis de identidad, pureza radioquimica y pureza quimica
Las técnicas analiticas utilizadas para realizar las pruebas de identidad, pureza

radioquimica y pureza quimica se describen a continuacion:

2.1.1 Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC): la HPLC de fase inversa

consiste en una fase estacionaria apolar y una fase moévil de polaridad moderada.
La cromatografia de fase inversa es tan utilizada que a menudo se lo denomina
HPLC sin ninguna especificacion adicional y se basa en el principio de las
interacciones hidrofébicas que resultan de las fuerzas de repulsion entre un
disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente apolar, y una fase

estacionaria apolar [8l,

En este trabajo se utilizo la técnica de HPLC para estudiar la composicion de la
solucién de ['®F]PSMA-1007 en los ensayos de identidad, pureza quimica y
pureza radioquimica. Dado que el limite establecido en la tabla 1 para OH-PSMA
y ['"®F]JPSMA-1007 es de 20 pg/mL para un Vmax de 5 mL, se confeccioné una
metodologia de analisis utilizando una solucion estandar de OH-PSMA vy
['F]IPSMA-1007 en el rango de concentracién desde 5 a 40 pug/mL. El sistema
HPLC utilizado cuenta con 2 detectores, el primero es un detector UV de arreglo
de diodos (DAD, diode array detector), que permite hacer un barrido de longitudes
de onda de cada pico cromatografico y un detector de radiaciones gamma de

cristal de yoduro de sodio que se encuentra conectado en serie luego del detector
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DAD. Este ultimo es utilizado para realizar mediciones radiométricas cuando el

analito cuenta con propiedades radiactivas.

Las condiciones cromatograficas para el método desarrollado se resumen en la

tabla 2.

Tabla 2. Resumen de condiciones cromatograficas para HPLC.

Parametro cromatografico

Condicion utilizada

Columna de separacion

Phenomenex Kinetex C18 150 mm x 2,6 um
y 100 A

Deteccion en serie de absorcion UV en 230
nm y 254 nm. Deteccion radiométrica de

Deteccion .
rayos gama en el caso de moléculas
radiomarcadas.
Flujo 1,0 mL/minuto
Acetonitrilo:  Agua 35:65. Ambas fases
contienen acido trifluoroacético al 0,1 %.
Este método posee un gradiente de lavado
que no se registra en el informe
cromatografico:
Fase movil

Desde el minuto 4,5 hasta 6,5 aumenta la
concentracion de acetonitrilo hasta 100 %, la
que se mantiene hasta el minuto 7,5. Luego
vuelve a 35 % en 2 minutos, resultando un
tiempo total de analisis cromatografico de 9,5
minutos

Volumen de inyeccion

5puL

Para la determinacién individual de las impurezas cuyo limite permitido es 20

Mg/mL y la sumatoria de estas limitada a 100 ug/mL (resumido en la tabla 1), se

asume que estas impurezas tienen el mismo coeficiente de extincion molar (€o)
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del estandar de referencia de PSMA-1007 [, salvo el caso del OH-PSMA del que

se cuenta con un estandar de referencia.

2.1.2 Cromatografia de gases (GC): la cromatografia de gases es una técnica

cromatografica en la que la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza en una
columna cromatografica de separacién, habitualmente de tipo capilar. La elucién
se produce por el flujo de una fase mévil de un gas inerte que no interacciona
con la muestra ni con la fase estacionaria de la columna; su unica funcién es la
de transportar el analito a través de la columna. Esta técnica es una herramienta
de separacion eficaz para analitos volatiles como solventes utilizados en
diferentes procesos de sintesis. En combinacién con un detector de ionizacién en
llama (FID: Flame lonization Detector) los métodos de medicion tienen suficiente
sensibilidad para cuantificar sustancias volatiles en el orden de concentracion de

los pg/mL9,

En un equipo de cromatografia de gases se implementé un método de
cuantificacion para los solventes residuales asociados al proceso de produccion
de los radiofarmacos [**"Tc]NaTcOs4, ['®F]FDG y ['®FIPSMA-1007. Para ello el
desarrollo de método considero los siguientes solventes:

Etanol: para el método de produccion de ['8F]FDG este solvente es utilizado para
la ambientacion del cartucho de purificacion C18ec, previo a las etapas de
purificacion. Es considerado un solvente con bajo potencial toxico Clase 3 [213],

por lo que la cantidad presente en el volumen inyectable debe ser limitada a 50
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mg por dia. Sin embargo, en el caso del ['®F]JPSMA-1007 este solvente es
utilizado para eluir el ['"®F]PSMA-1007 del cartucho de purificacién, por lo tanto,
es considerado como parte de la formulacion y en este caso particular su
concentracion no debe exceder el 10 % del volumen del producto final 14,
Dimetilsulfoxido (DMSO): este solvente es utilizado como solvente del
precursor de ["®FJPSMA-1007. En este medio polar aprético ocurre la reaccion de
sustitucion nucleofilica aromatica (SNar) a una temperatura de 80 °C a 90 °C, la
que da lugar a la mixtura cruda que luego es purificada para obtener el producto.
La bibliografia califica al dimetilsulfoxido como un solvente con bajo potencial
toxico Clase 3 ['2131. Por ello la cantidad de DMSO en el volumen inyectable
maximo al paciente (5 mL) debe ser limitada a 50mg.

Acetonitrilo (ACN): para el método de produccion de ['®F]FDG este solvente es
utilizado para solubilizar el precursor manosa triflato y como parte de la solucion
eluyente que contiene Cryptand 2.2.2 (Kriptofix). El acetonitrilo es considerado
un solvente Clase 2, por ello la cantidad de acetonitrilo presente el volumen
inyectable maximo al paciente (5 mL) debe ser limitada a un maximo de 4,1 mg
[12,13]‘

Metiletilcetona (MEC): este solvente es utilizado como solvente extractante
durante el proceso de separacion de °™Tc desde la solucion de **Mo y luego es
evaporada a 80 °C. La metiletiicetona es considerada un solvente de bajo
potencial toxico Clase 3 y su cantidad en el volumen maximo inyectable debe ser

limitada a un maximo de 50 mg 12131,
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La tabla 3 muestra la concentracién maxima permitida de solventes para cada

radiofarmaco segun su volumen de inyeccion maximo estimado, mientras que la

tabla 4 resume las condiciones del cromatografo de gases para el método de

analisis de solventes residuales desarrollado.

Tabla 3. Resumen de concentraciones maximas de solvente por radiofarmaco.

[Etanol] [ACN] [MEC]
o maxima [DM_SO] maxima maxima
Radiofarmaco " maxima o o
permitida permitida (%) permitida permitida
(%) [%] [%]
['8F]FDG 10 0,5 N/A 0,041 N/A
['®F]PSMA-
5 10 1,0 N/A N/A
1007
[**™Tc]NaTcO4 10 N/A N/A N/A 0,5

Tabla 4. Resumen de condiciones cromatograficas para la determinacion de
solventes residuales.

Condicion utilizada

Parametro cromatografico

Columna de separacion ZB-Wax Plus 30 m x 0,53 mm x 1,0 ym

Volumen de Inyeccion 10,0 pL

Temperatura de inyeccion: 200 °C; Modo Split

Condiciones de inyeccion 41

10,8 mL/minuto (variable segun temperatura)

Flujo Modo presidén constante a 7psi

Rampla de temperatura desde 40 °C hasta
240 °C a una tasa de calentamiento de
40 °C/minuto.
Temperatura terminal de 250 °C, flujo de Hz2a

40 mL/min, flujo de aire 450 mL/min

Gradiente de temperatura

Detector FID
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2.1.3 Prueba de analisis de gota o Spot-Test: el andlisis de gota o Spot-test es

una prueba quimica que se destaca por ser una técnica simple y eficiente, donde
los ensayos son ejecutados con una o unas pocas gotas de una analito o solucion
quimica en un soporte como papel filtro o una placa para cromatografia de capa
fina. Con esta técnica es posible estimar el rango de concentracién de un analito
sin necesidad de utilizar instrumentacion sofisticada. Esta prueba es utilizada
para realizar la cuantificacion del tetrabutilamonio empleado como catalizador de
transferencia de fase en la sintesis de ['®F]PSMA-1007. Dado que la cantidad
limite de TBA residual descrito en la Farmacopea Europea ?%! es de 2,6 mg/Vmax,
donde Vmax es el volumen maximo de inyeccidén al paciente, definido en este
trabajo como 5 mL, entonces se considera 520 ug/mL como la concentracion
maxima permitida de TBA residual en la solucion de ['®F]PSMA-1007.

Pare realizar esta prueba se deposité una gota de 2 pL de solucion (estandar o
analito segun sea el caso) sobre una placa soporte de silica gel 60 de
dimensiones 8 x 3 cm. Luego de depositar la gota, la placa fue insertada en un
recipiente de vidrio aislado de la luz que contenia 18 g de yodo resublimado. La
placa es depositada en un soporte que impide el contacto directo con los cristales
y el recipiente es cerrado herméticamente por exactamente 3 minutos. El vapor
de yodo reacciona con las moléculas de analito, formando un complejo coloreado

que tifie la gota proporcionalmente a la concentracion de analito.
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2.2 Analisis de pureza radionucleidica

2.2.1 Analisis por espectrometria_ gamma: la pureza radionucleidica de una

preparacion radiofarmacéutica se refiere a la proporcion de radioactividad debida
al radionucleido deseado, con respecto a la radioactividad total medida. Este
atributo es importante para la estimacion de la dosis de radiacion recibida por el
paciente cuando se le administra la preparacion. Las impurezas radionucleidicas
pueden surgir de impurezas en los materiales originales, diferencias en los
valores de diferentes secciones cruzadas de produccion y funciones de
excitacion a la energia o energias de las particulas bombardeantes durante la
produccion ['81. Para cuantificar la pureza radionucleidica de la solucién de
['®F]IPSMA-1007 se utilizd la espectrometria gamma, de manera de obtener el
espectro de las radiaciones gamma emitidas por los radionucleidos en la
solucion, para ello se utilizé un detector semiconductor de germanio de alta
pureza (HPGe) el que provee de una mayor resolucion que los clasicos
detectores de Nal o de gas, utilizados para este mismo propdsito. Este detector
semiconductor funciona bajo el principio de que la radiacién penetrante crea un
par electron-hueco, de manera que los electrones fluyen en una direccién y las
vacantes a otra. El numero final de electrones recogidos puede crear un pulso
electrénico cuya amplitud es proporcional a la energia de la radiacion.

Para determinar la pureza radionucleidica se tom6 una alicuota de volumen
equivalente a un maximo de 1 pCi de ['®F]PSMA-1007 recién sintetizado y se

realizd un analisis de barrido en el intervalo de medidas desde 0 a 2250 KeV. El
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pico de energia esperado para '8F es de 511KeV correspondiente a la energia

del rayo gamma proveniente del fendmeno de aniquilacion positronica.

2.2.2 Determinacién del tiempo de semidesintegracion: Debido a que la energia

de 511 KeV es un valor caracteristico de la aniquilacién positrénica, es necesario
confirmar la identidad del radioisétopo '8F presente en el radiofarmaco,
realizando una prueba de medicion del tiempo de semidesintegracion. Asi, con
un periodo de semidesintegracion de alrededor de 109 minutos y una energia de
emision de 511 KeV, es posible identificar inequivocamente el radioisétopo '8F.
Para determinar el periodo de semidesintegracion se tomo una alicuota de 300 a
600 pL de muestra y se midido en un calibrador de dosis por 10 minutos con
intervalos de registro cada 2 minutos. Se obtuvo el valor del logaritmo natural, en
base a los datos de actividad registrados y se ajustaron a un modelo lineal tipo
y= mx + b, obteniendo una curva de la forma:
Ln(A) = Ln(Ay) — A(t) (Ecuacién 1)

La pendiente de la curva obtenida del ajuste lineal (A) es su constante de
decaimiento radiactivo. Con este valor y la ecuacién 2 se obtuvo el valor de
periodo de semidesintegracion del radiofarmaco.

_ Ln(2)
)

t (Ecuacion 2)

N[~
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2.3 Determinacion de pH

Para el caso del ['®F]PSMA-1007 el pH de la solucion final debe encontrarse entre
4,5y 7,5. Para realizar su medicion se utilizaron varillas indicadoras de pH en el
intervalo 0 -14 para una medicidon en rango completo y luego para una medicion

acotada se utilizaron varillas indicadoras en el intervalo 5,0 — 10,0.
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Resultados y discusion

1. Produccion de ['®F]PSMA-1007

Durante el proceso de implementacion de la metodologia de produccion de
['®F]IPSMA-1007 en el moédulo semiautomatizado IBA-Synthera V2, se llevaron a
cabo 5 procesos de sintesis completos con una cantidad de '8F inicial en el rango
de 986 a 1862 mCi. La figura 8 muestra el grafico de seguimiento presentado por
el software del modulo de sintesis. En color rojo se muestra el seguimiento de la
temperatura del vaso de reaccién en grados Celsius, en color azul se realiza el
seguimiento de la presién en KPa y en color verde la actividad registrada por el
detector de radiacion incorporado en el médulo automatizado, que se encuentra

frente al vaso de reaccion.
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Figura 8. Grafico de seguimiento de la sintesis de ['®F]PSMA-1007.
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A continuacién, se resumen las fases del proceso de sintesis, estas han sido

identificadas en el grafico de seguimiento de la figura 8:

A. Test de |IFP: cada vez que se realiza una sintesis en el modulo IBA
Synthera V2, se utiliza un nuevo cassette de sintesis o IFP, por lo que
debe ser chequeado su correcto funcionamiento, descartando fugas de
gases o algun otro contratiempo. En esta etapa también el propio médulo
verifica el correcto funcionamiento de sus electrovalvulas y del suministro
de gases.

B. Tiempo de espera de transferencia de '8F desde el ciclotron hasta el

modulo de sintesis: se trata del registro del tiempo que toma la irradiacién

y posterior transferencia del H2'80 irradiada. En un proceso de produccion
de rutina, la irradiacion y la preparacién de reactivos se realiza de forma
paralela, disminuyendo este intervalo de tiempo a menos de 3 minutos.

C. Acumulacion de '8F en resina de amonio cuaternario QMA: se trata del

inicio del preprocesamiento de '8F, el radioisétopo disuelto en agua es
cargado en la resina de amonio cuaternario preconcentrandolo. Luego el
radioisétopo es eluido de la resina hasta el reactor.

D. Etapa de secado de TBA y formacion de complejo ['8F]TBAF: una vez el

radioisétopo se encuentra en el vaso de reaccion, es llevado a sequedad
a unos 110 °C por 5 minutos, dejando el complejo ['®F]TBAF totalmente

seco en el fondo del reactor.
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Purga del reactor. durante la etapa previa de secado se volatilizan

sustancias que podrian interferir en la etapa de fluorinacién, por ello se
realizan varias purgas con gas N2 ultrapuro, con el fin de eliminar dichos
interferentes.

Precursor enviado al reactor: una vez que el ['®F]F- se encuentra en las

condiciones nucleofilicas adecuadas, se envia 1 mg de precursor disuelto
en 1,5 mL de dimetilsulféxido al vaso de reaccion.

. Etapa de fluorinacién: inicia la reaccién de marcacion (Snar), el vaso de

reaccion es calentado a 85 °C por 10 minutos, tras esta etapa es producida
la mixtura cruda.

. Transferencia de la mixtura cruda al cartucho C18: La solucién que se

encuentra en el reactor es arrastrada al cartucho C18 con 4 mL de etanol
al 5 %, cargando el cartucho con el ["®F]PSMA-1007 sintetizado y sus
impurezas. Después el cartucho es lavado cuatro veces con un volumen
de 5 mL de etanol al 5 % y luego con un lavado adicional con 1 mL de
etanol al 25 %, que elimina del cartucho las impurezas lipofilicas de la
mixtura cruda que no fueron arrastradas en el primer lavado. Durante este
ultimo lavado se pierde una pequeria fraccion de ["®F]PSMA, privilegiando
la obtencidn de un producto con mayor pureza.

Elucién final: en esta etapa la radiomolécula es eluida del cartucho C18
con 5 mL de etanol al 25 %, este volumen es pasado a través de un

cartucho de intercambio anidnico, encargado de retener el ['®F]F-residual,
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y otras potenciales impurezas de naturaleza anionica, luego de esta ultima
purificacion, la solucién es esterilizada utilizando un filtro de esterilizacion
de 0,22 ym, para luego ser recibida en el vial final, el que contiene 15 mL
de solucion de buffer fosfato salino estéril (PBS).

J. Fin de la sintesis: se obtiene un registro de la presién tras finalizar el

proceso de sintesis. La media del tiempo de produccion obtenido es de 38

minutos.

La tabla 5 muestra un resumen de las experiencias realizadas. En dicha tabla, la
actividad corregida corresponde a la actividad final de radiofarmaco obtenido y
corregida por el tiempo de sintesis utilizando la ley de decaimiento radiactivo,
mientras que el rendimiento no corregido por decaimiento es calculado con la
actividad final sin corregir. Finalmente, el rendimiento de sintesis corregido fue
calculado utilizando la actividad corregida. En las experiencias realizadas, el
rendimiento corregido por decaimiento varié desde un 37,2 % hasta un 74 %. En
el caso de la experiencia 3, con un rendimiento de solo 37,2 %, se observo en el
grafico de seguimiento una pérdida de presion del vaso de reaccion durante la
etapa de fluorinacién, dicha perdida puede deberse a un mal sello del vaso de
reaccion o a sus conectores, permitiendo la fuga de ['®F]F-. Una fuga de este tipo
también puede afectar la etapa de preprocesamiento del ['8F]F-, afectando la
eficiencia del proceso de secado y formacion del complejo ['®F]TBAF,

disminuyendo la disponibilidad del radioisétopo para la radiomarcacion.
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Tabla 5. Cuadro resumen de las sintesis realizadas.

Tiempo
Actividad . de _ Rend!mler_nto Rend!mler_nto
. . sintesis o de sintesis de sintesis
Actividad al final desde Actividad no corredido corredido
Prueba de inicio de la inicio corregida porg po?'
(mCi] sll:r:gsi)ls del test (mCi) decaimiento | decaimiento
o:e I_FI)’ (%) (%)
min
1 1862 783 46 1048 42 1 56,3
2 1513 873 33 1075 57,7 71
3 986,5 300 32 367,6 30,4 37,2
4 1490 753,7 42 983,2 51 66
5 1484 853,2 39 1098 57 74

Durante el desarrollo de este trabajo se incorporé el uso de ascorbato de sodio
en la formulacion final, agregando al kit de reactivos un vial con 400 mg de
ascorbato de sodio, los que deben ser disueltos en agua y agregados al vial de
recepcion final, sumando a la formulaciéon una concentracion aproximada de 20
mg/mL de ascorbato de sodio. Este componente cumple con el rol de
antioxidante, mitigando el efecto de radidlisis que produce la emision gamma del
radioisotopo. Segun Cardinale Jens y col, este efecto es relevante para procesos

de sintesis con actividad final superior a 540 mCi (27 mCi/mL) [,

1.1 Dificultades de la implementacion del método de produccion del ['8FIPSMA-

1007 en el médulo IBA Synthera V2: el sistema de produccion con modulos

requiere de gas N2 para realizar el movimiento de liquidos dentro del IFP,
transfiriendo los reactivos hacia el reactor o desde este, hasta los cartuchos de

purificacion y al vial final. El rango de operacion recomendado de esta valvula se
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debe encontrar entre 205-220 kPa. Durante el desarrollo de las actividades de
implementacién de la sintesis semiautomatizada, el modulo de sintesis presenté
fallas en la valvula interna de suministro de gas N2. Esta falla implicé que la etapa
de “Transferencia de la mixtura cruda al cartucho C18”, se realizara en
condiciones de sobrepresion, provocando el derrame de la solucidon y, en
consecuencia, la falla del proceso de produccion. Para solucionar este problema
sin contar con la asistencia técnica del fabricante, tomando como referencia las
recomendaciones del manual de usuario del modulo 2"l se implementé un
proceso de recalibracion in-house, que permitié corregir esta falla, pudiendo
realizar la sintesis de ['"®FJPSMA-1007 bajo el rango de presion recomendado.
Sin embargo, esta solucion es temporal y no corrige la causa raiz de esta falla,
la que necesariamente debe ser resuelta por el servicio técnico del fabricante, el
que no podia hacer ingreso al pais debido a las restricciones a causa de la
pandemia de COVID-19. Hasta que esto ocurra, esta recalibracion debe ser
realizada previamente al proceso de sintesis. A continuacién, se indican los
pasos del proceso de recalibracion de la valvula interna de suministro de gas;

A. Instalar el cassette de sintesis, IFP.

B. Utilizando el software de control del médulo, fijar la presion en 300 kPa

C. Abrir la valvula 16 con el software de control.

D. Abrir el suministro de gas inerte y aumentar gradualmente la presion con

el regulador externo hasta que la lectura de la presion se situe en el rango

de 205 a 220 kPa.
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E. Cerrar valvula 16 con el software de control.

Adicionalmente, ocurrié una falla relacionada con el control de la presién de gas
dentro del reactor, cuyos valores se encontraban por sobre el rango de operacion
recomendado de 25-35 kPa. Esta falla implicaba que la “Etapa de secado de TBA
y formacion de complejo ['®F]TBAF” y “Purga del reactor” no se realizaban de
manera correcta, lo que se traduce en bajos rendimientos de radiomarcacion.
Debido a las mismas dificultades de asistencia técnica descritas en el parrafo
anterior, se implementd un proceso de recalibracién in-house, que permitié
corregir esta falla temporalmente. A continuacién, se muestran los pasos del
proceso de recalibracion del control de la presion del gas dentro del reactor:

A. Instalar el IFP.

w

Utilizando programa de control del PC fijar la presién en 0 kPa.

Abrir a valvula 16 del médulo de sintesis con el software de control.

O 0O

Encender la bomba con el software de control.

m

Ajustar la valvula de aguja situada en la cubierta posterior para alcanzar
una presion de 25-35 kPa.

F. Con el software de control cerrar V16 y apagar la bomba
De la misma forma que en la falla de la valvula interna de suministro gas Nz, este
proceso de recalibracidn es una solucién temporal que debe realizarse previo a
un proceso de produccion hasta que sea solucionada de forma definitiva por el

servicio técnico del fabricante.
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2. Control de calidad fisicoquimico de ['®*F]PSMA-1007
La solucion de ['®F]JPSMA-1007 fue analizada utilizando las técnicas descritas en
la columna “Método” de la tabla 1 y segun las técnicas descritas en la seccion

“Metodologia”.

2.1 Apariencia: la figura 9 muestra que la solucion obtenida es limpia,

transparente y sin particulas visibles.

L. TR

Figura 9 . Fotografia de la solucion de ['®F]PSMA-1007.

2.2 ldentidad: para confirmar la identidad de ['®F]-PSMA-1007 sintetizado se

utilizé el método con cromatografia liquida descrito previamente y se comparo su
tiempo de retencion con el de un estandar no radiactivo de ['"°F]JPSMA-1007. La
figura 9A corresponde al cromatograma obtenido en el detector radiométrico,
mientras que la figura 9B muestra el cromatograma obtenido en el detector de
arreglo de diodos al medir el radiofarmaco producido. Por ultimo, la figura 9C
corresponde al cromatograma de una solucion estandar a una concentracion de

20 pg/mL de OH-PSMA y ['*F]PSMA-1007.
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Figura 10. Comparacion entre los cromatogramas obtenidos para el producto
sintetizado ['®F]PSMA-1007 y el estandar de OH-PSMA y ['°*FIPSMA-1007 a una
concentracion de 20 yg/mL.

La coincidencia del tiempo de retencion del estandar de referencia del
cromatograma de la figura 9C con el radiofarmaco producido en el cromatograma
de la figura 9A y 9B en aproximadamente 2,7 minutos, permite identificar al
producto radiactivo como ['®F]PSMA-1007. La diferencia de tiempo entre la sefial
de 2,721 de la figura 9B y 2,9 minutos en la figura 9A (0,179 minutos) corresponde
al tiempo que toma el analito para viajar entre el detector de arreglo de diodos al
detector radiométrico.

2.3 Pureza radioquimica: corresponde a la proporcion de actividad presente en

la forma quimica deseada. En la figura 9A es posible observar que existe un unico
pico en el detector radiométrico en el tiempo de retencion asociado al [ F]PSMA-
1007. Con este resultado es posible asegurar que el radiois6topo presente en la

muestra se encuentra exclusivamente asociado a la molécula de ['®F]PSMA
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2.4 Pureza quimica via HPLC: la concentracion en masa de ['8F]PSMA, asi como

sus impurezas de sintesis fueron medidas utilizando el método de cromatografia
liquida, descrito en el apartado “Metodologia”. Dicho método posee un tiempo de
analisis de 5 minutos mas una etapa de lavado de 5 minutos, tomando en total
10 minutos por cada medicion, este tiempo es sensiblemente inferior al descrito
en la bibliografia ], que tarda alrededor de 30 minutos. Dicha mejora se logré
utilizando una columna de la misma composicién quimica (C18), pero con un
tamano de particulas de 2,6 uym en comparacion a la originalmente usada de 5
pm. Con este cambio fue posible utilizar una columna de 150 mm de largo en
lugar de 250 mm, sin afectar notoriamente la eficiencia del método.
Adicionalmente, se reemplazé el gradiente de fase movil utilizado en la
bibliografia Pl'y se implementod una etapa isocratica de 35 % de acetonitrilo y 65
% de &cido trifluoroacético al 0,1 % durante el tiempo de analisis, seguido de un

gradiente de lavado de columna posterior al analisis.

En el mismo método descrito por Cardinale Jens y cols. ], se utiliza 254 nm como
longitud de onda de deteccion. Sin embargo, utilizando el detector de arreglo de
diodos, es posible obtener el espectro UV-Visible de los picos correspondientes
a los analitos OH-PSMA y ["®F]PSMA. La figura 11 muestra que ambos
compuestos tienen un maximo de absorcion en 190 nm, seguido de uno de similar
intensidad en 230 nm y que no se observa una sefal relevante en la zona de 254

nm.
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Figura 11. Espectro UV-Visible de ['°F]IPSMA (A) y OH-PSMA (B).

Considerando la diferencia en la longitud de onda de deteccién del método
utiizado en este trabajo, se confeccionaron 4 curvas de calibracion
correspondientes a OH-PSMA y ['°FIPSMA en las longitudes de onda de 230 nm
y 254 nm. Las curvas fueron confeccionadas con 6 medidas por punto, el rango
utilizado fue escogido considerando la concentracion de rechazo de ['®F]PSMA-
1007 de 20 yg/mL para un volumen maximo de inyeccién al paciente de 5 mL.
Dicha concentracion se encuentra al centro de la curva de modo de disminuir el
error residual de su ajuste lineal. La figura 12 muestra el ajuste lineal obtenido

para cada curva de calibracion.
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Figura 12. Curvas de calibracion de ['"°FIPSMA y OH-PSMA en las longitudes
de 230 nmy 254 nm.

La tabla 6 muestra los parametros analiticos obtenidos a partir de estas curvas

de calibracién, donde se destaca que en el caso de ['°*FJPSMA-1007, el cambio

de longitud de onda de deteccion de 254 nm a 230 nm cuadriplica su sensibilidad,

mientras que en caso del OH-PSMA duplica su sensibilidad. El aumento de la

sensibilidad es un aspecto relevante del método desarrollado, pues un aumento

en la sensibilidad implica una mejora en la capacidad para discriminar entre

pequenas diferencias de concentracion del analito.
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Para determinar el limite de deteccién (LOD) y el limite de cuantificacion (LOQ),
se prepararon curvas de calibracion a bajas concentraciones respecto a las
utilizadas en el estudio de linealidad [??, empleando cuatro niveles de
concentracion (1; 1,5; 2; 2,5 y 3 yg/mL). La estimacién de la repetibilidad o
precision, calculada a partir del promedio del coeficiente del coeficiente de
variacion (CV) de las mediciones realizadas en las concentraciones 5, 20 y 40

ug/mL realizados en sextuplicado 231,
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Tabla 6. Parametros analiticos obtenidos para la determinacion de pureza
quimica via HPLC.

Rango 5 a 40 pg/mL 5 a 40 pg/mL 5 a 40 pg/mL 5 a 40 pg/mL
Identidad 1= 1,75 min 1= 2,63 min 1= 1,751 min 1= 2,63 min
Sensibilidad
(pendiente curva 9,82 8,59 4,02 2,05

de calibracion)

Especificidad (Rs) - 15,74 - 15,87
R=0,99948 R=0,99804 R=0,9984 R=0,99889
Linealidad (R
Pearson,
Carencia de Valor F Prob>F Valor F Prob>F Valor F Prob>F Valor F Prob>F
ajuste)
1,62963 | 0,20772 | 2,14071 | 0,12038 | 1,51493 | 0,23504 | 0,78503 | 0,51355

Exactitud (Error
relativo en punto -1,60% -0,37% -0,47% -0,24%
limite de rechazo)

Limite de

deteccion 0,67 pg/mL 0,78 pg/mL 0,97 ug/mL 0,67 pg/mL
Limite de 1,32 pg/mL 1,85 pg/mL 2,30 pg/mL 1,54 pg/mL
cuantificacion 94 Hg »00 Hg 30 Hg ,94 ug
Precision o o . .
(Repetibilidad) 2,82% 4,28 % 3,57 % 31%
Incerteza 512 % 4,1% 4,06 % 4,03 %

Es relevante mencionar que, al inicio de este trabajo, se contempld utilizar un
volumen maximo de inyeccion al paciente de 10 mL, dejando la concentracion
limite en 10 yg/mL. Sin embargo, durante las primeras pruebas de sintesis se
obtuvieron valores de concentracion de ['"®FJPSMA-1007 superiores a dicha
concentracion limite. Con el propdsito de no introducir cambios en las materias

primas o en la formulacién final, se opté por reducir el volumen maximo de
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inyeccion a 5 mL, considerando que en la experiencia productiva de ["®F]FDG es
dificil que a un paciente se le administre un volumen mayor a 5 mL de la solucién
preparada en el laboratorio. Con este cambio todas las producciones cumplen
con las especificaciones deseadas. La tabla 7 muestra los resultados de pureza
quimica obtenida para la sintesis numero 5, que obtuvo el mayor rendimiento de
sintesis.

Tabla 7. Resultados de la pureza quimica via HPLC de la sintesis de prueba 5.

Medicion de muestra
230 nm
T | ot | A rersma | e |t ey
1 15,09181 57,10199 14,97463 6,72131 5,38115
2 14,2903 59,4471 16,0062 5,8416533 5,16533
3 14,37372 59,82067 15,41761 5,78207 5,32472
Media 14,58527667 58,78992 15,46614667 | 6,1150111 5,2904
SD 0,440649223 1,473675473 0,517494949 | 0,5259147 | 0,111928392
cv 3% 3% 3% 9 % 2%
Cuantificaciéon
oupstay | oFpswa | BB | gt oreed | S
[ug/mL]* [ug/mL]* [ug/mL] [ug/mL]*
1,491 7,497 1,972 0,780 0,675 4,918

*Asumiendo que el coeficiente de extincion molar €0 de las impurezas no identificadas es el mismo que el
de ['®F]PSMA

2.4 .1 Dificultades en la cuantificacion de ['8F]IPSMA-1007 v sus impurezas: en el

apartado de “Produccion de ['®FJPSMA-1007" se menciond la incorporacion del
ascorbato de sodio como un antioxidante que previene la radidlisis del compuesto
cuando la actividad final es superior a 540 mCi. No obstante, el ascorbato de
sodio resulta ser un interferente en el método HPLC descrito, debido a su alta
concentracion (20 mg/mL). La figura 13A muestra un cromatograma del
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radiofarmaco obtenido en presencia de ascorbato de sodio, donde se destaca
una senal inicial de alta intensidad que enmascara la seial de los analitos, por lo
que la integracion de los picos cromatograficos debe ser realizadas de forma
manual, mientras que la figura 13B muestra un cromatograma del producto sin el

ascorbato de sodio. Donde es posible realizar la integracion sin problemas.
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Figura 13. Comparacion de los cromatogramas al incorporar ascorbato de sodio
a la formulacion.

2.5 Determinacion de tetrabutilamonio residual (TBA): el carbonato de

tetrabutilamonio es un catalizador de transferencia de fase utilizado en la sintesis
de radiofarmacos PET. En el proceso de producciéon de ['®F]PSMA-1007 se le
considera una impureza con una concentracion maxima permitida de 520 ug/mL
al considerar un volumen maximo de administracién al paciente de 5 mL. Para
radiofarmacos fluorados la Farmacopea Europea 2% recomienda un método de
cuantificacion utilizando HPLC. Es importante considerar que el requisito de este
analisis es dar cuenta si el analito se encuentra por sobre una concentracion
limite, en este caso 520 ug/mL, por lo que una cuantificacion por cromatografia

liquida resulta innecesariamente costosa frente a otras técnicas mas simples.
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Kuntz y cols 1?4l desarrollaron un método de cuantificacion de TBA mediante una
prueba de analisis de gota con revelado con yodo sublimado y 10 uL de
MeOH/NH4OH (90:10 V/V), para los radiofarmacos ['8F]Fluorotimidina vy
['8F]Fluorocolina. En este trabajo, se desarrollé un método similar al descrito en
la Farmacopea Europea para cuantificar el Kryptofix residual en la monografia de
analisis de ['®F]FDG "%, sembrando 2 uL de analito y realizando un revelado con
yodo sublimado por exactamente 3 minutos. El resultado de esta experiencia fue
satisfactorio, ya que la intensidad de tincion de las gotas fue gradual y distinguible
para el rango de concentraciones utilizado. La figura 14A muestra el rango de
concentraciones estudiado de 52 a 520 pg/mL, al lado de cada gota de TBA fue
sembrado 2 pL de matriz acuosa de ['®F]PSMA-1007, de modo de comparar la
tincién. Tratdndose de un analisis visual, el limite de deteccion aproximado de
este método corresponde a la minima coloracion distinguible al ojo del analista
entrenado. La figura 14B muestra la minima coloracion distinguible
correspondiente a 10ug/mL.

Tal como ocurrié en los analisis por HPLC, la inclusion de ascorbato de sodio en
la formulacién incorporé un interferente en el andlisis. Halvorsen y Kvernenes [29
realizaron un estudio de esta interferencia en la formulacion de ['8F]PSMA-1007,
utilizando como revelador una solucion de yodoplatino, reduciéndola al agregar
2,5 yL de H202 a la gota de analito sembrada. Sin embargo, este analisis incluye
etapas de secado que son inconvenientes durante una rutina de analisis, por ello

se estudio la posibilidad de optimizar el método con yodo sublimado, dicho
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estudio mostrd que es posible realizar la cuantificacion siempre que el tiempo de

revelado sea exactamente de 3 minutos.

A sp | B0 |
{

Figura 14. Rango de concentraciones estudiado para el analisis de TBA residual.

La figura 15 muestra un estudio de especificidad, donde es posible ver que la
matriz acuosa que contiene buffer fosfato de sodio no genera ninguna mancha,
luego es posible ver la mancha que presenta el TBA a 520 uyg/mL (TBA + H20),
en tercer lugar se observa como la matriz con ascorbato de sodio (M) forma un
circulo coloreado en los bordes al reaccionar con el yodo sublimado, mientras
que el TBA en una concentracion de 520 ug/mL disuelto en la matriz (TBA+M)
forma una mancha concéntrica a este circulo, dicha mancha es de una intensidad
de color menor a la observada en la matriz acuosa. En quinto lugar, es posible
ver el analisis de una muestra de PSMA cuya formulacion incluye ascorbato de
sodio y finalmente se observa la mancha de una muestra de PSMA que contiene

TBA a 520 pg/mL y cuya forma e intensidad es perfectamente distinguible.
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Figura 15. Estudio de especificidad del analisis de TBA en una matriz con
ascorbato de sodio.

La figura 16 muestra el rango de 50 a 520ug/mL estudiado para la determinacion

de TBA en una formulacidn que contiene ascorbato de sodio en una
concentracion de 20 mg/mL. En este caso se observa que el limite de deteccion

de este método, determinado visualmente es de 104 pug/mL.
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Figura 16. Rango de concentraciones estudiado para la prueba de analisis de
gota en una solucion de ['®F]PSMA-1007 que contiene ascorbato de sodio.

La figura 17A muestra el andlisis de una solucion de ["®F]PSMA-1007 sin

ascorbato de sodio, cuyo resultado es TBAresidual < LD (10 pg/mL), mientras que
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la figura 17B muestra el analisis con ascorbato de sodio presente en la muestra,

donde se observa que el TBAresidual < LD (104 pg/mL)
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Figura 17. Comparacion del analisis de TBA residual en presencia y ausencia de
ascorbato de sodio.

2.6 Determinacion de solventes residuales: como se menciond en la seccion

metodologia, el objetivo del método desarrollado es realizar una determinacion
de los solventes implicados en los procesos de produccion de los radiofarmacos

['8F]PSMA-1007, ['®F]FDG y [*™Tc]NaTcOs.

La columna capilar Phenomenex Zebron ZB-WAX de largo 30 m, diametro 0,53
mm y un espesor de film de 1 ym (30 m x 0,53 mm x 1um) es utilizada para el
analisis rutinario de solventes residuales de ['®F]FDG y [*™Tc]NaTcOas en el
Laboratorio de Control de Calidad de la CCHEN. La fase estacionaria de esta
columna esta basada en polietilenglicol, otorgando una buena separacion para
analitos volatiles polares. Sin embargo, esta columna no es adecuada para la

determinacién de dimetilsulfoxido (DMSO), ya que debido a su alta polaridad
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tiende a fijarse en la fase estacionaria, entregando picos cromatograficos con
tailing y requiriendo extensas etapas de descontaminacion de la columna a altas
temperaturas, reduciendo la vida util de esta. Por ello se utilizdé la columna
Phenomenex Zebron ZB-624 (30 m x 0,53 mm x 3 ym), Su fase estacionaria de
6 % cianopropilfenill y 94 % dimetilpolisiloxano, calificada por la Farmacopea
americana 1?8l como G43 y recomendada para el analisis de solventes residuales
es menos polar que la columna anterior, resolviendo el problema de retencién de
DMSO en la columna. Para mejorar la retencién de los otros analitos (etanol,
metiletilcetona y acetonitrilo) se aumento el espesor de film a 3 ym. La figura 18

muestra el cromatograma obtenido con el método desarrollado.
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Figura 18. Cromatograma obtenido para la determinacion de solventes
residuales.

Para cada uno de los solventes residuales se escogié un rango adecuado de

concentraciones de trabajo, descrito en la tabla 8.
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En el caso del etanol, inicialmente se escogid un rango de concentraciones de
trabajo desde 0,0157 % hasta 15 %, sin embargo, al realizar el tratamiento de
datos fue notorio como el ajuste lineal de un rango de concentraciones tan amplio
implicaba un aumento del error en las cuantificaciones a baja concentracion, por
ello se realizaron 2 curvas en diferentes rangos de concentracion para la
determinacién de etanol. La primera es una curva de rango bajo de 0,0157 % a
5 % que se utilizara para las cuantificaciones de etanol en ['®F]FDG y la segunda
una de rango alto que va desde 5 % a 15 %, obteniendo asi un ajuste lineal

adecuado.

La figura 19 muestra los ajustes lineales obtenidos para la determinacion de
solventes residuales, mientras que la tabla 8 muestra un resumen de los

parametros analiticos obtenidos para cada ajuste lineal.
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Figura 19. Ajuste lineal para los solventes residuales: acetonitrilo,

dimetilsulféxido, etanol y Metiletilcetona.
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Tabla 8. Parametros analiticos obtenidos para la determinacion de solventes
residuales involucrados en los procesos de produccién de ['®FJPSMA-1007,

['8F]FDG y [*™Tc]NaTcOa.

0,025
Rango a 0,75 a 1,5 pg/mL 0,1a1,5 yg/mL 0,0157 -5 % 5-15 %
0,15 pg/mL
Identidad t=1,949 t=4,679 t=2,550 t=1,610 t=1,610
Sensibilidad 3726,41 2023,37 4136,61 2592,30 + 5,83 2504,85
Especificidad 5,51 39,97 10,12 . .
(Rs)
R=0,99768 R=0,99931 R=0,99715 R=0,99706 R=0,99991
Linealidad (R Prob Val Prob Val Val Prob: Val Prob
Pearson, Valor F rob> alor rob> alor Prob>F alor rob> alor rob>
Carencia de F F F F F F F F
ajuste)
23,48 9x107 3,50 0,03 14,45 3x10® 1,65 0,22 13,22 4’%?(1
Exactitud 3,0 % 2,61 % 3,8 % 51 % 1,5 %
Limite de “ 3 “ 5 5
detgﬁC)ién 5.5x10 1.1x10 5.9x10 8,03x10 8,03x10
(]
Limite de
cuantificacié -3 B -3 4 -4
n 1,8x10 3.8x10 3.8x10 2,7x10 2,7x10
(%)
Precision
(Replicabilid 2,0% 2,6% 0,8% 2,1% 2,0%
ad)
Incerteza 6,9% 7,7% 5,2% 3,27 10,1%
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2.6.1 Dificultades en la cuantificacion de los solventes residuales: pese a que se

realizaron las experiencias necesarias para desarrollar las curvas de calibracion
para la determinacion de solventes residuales, no fue posible realizar la
cuantificacion de estos en la solucion resultante de los procesos de produccion
realizados en este trabajo. Esto se debe, fundamentalmente, a que el equipo
utiliza otra columna en el analisis de rutina y se debe invertir un tiempo extenso
en realizar el proceso de cambio y ambientacién de la columna cromatografica
para este analisis, para luego volver a instalar la columna original. Ademas, se
debe considerar que, en los procesos de cambio de columna, existe el riesgo de
ocurrencia de alguna falla, como por ejemplo la obstruccion de la columna o del
jet ubicado en el detector. Considerando estos dos factores y a causa de que
existe un unico cromatografo de gases en el Laboratorio Control de Calidad de la
CCHEN, se optd por posponer la cuantificacién de solventes residuales hasta
contar con otro cromatografo de gases disponible, donde sera posible
perfeccionar el método, para luego realizar una migracién completa de la nueva
metodologia de determinacion de solventes residuales. De esta manera no se

comprometera el suministro continuo de ['®F]FDG y [**"Tc]NaTcOa.

2.7 Analisis por espectrometria gamma: dado que el método de obtencion de 8F

para sintetizar ['®FJPSMA1007 es el mismo que el utilizado para producir
['F]FDG, es que se utilizd el mismo método de analisis por espectrometria
gamma utilizado en los andlisis de control de calidad de rutina. La figura 20

muestra un andlisis de ['®F]PSMA-1007 en el rango de energias desde 0 a 2250
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KeV. Para todos los analisis ejecutados, no existido presencia de radionucleidos
contaminantes, identificando solo el pico en 511 KeV proveniente del '8F como la

Unica emision detectada.
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Figura 20. Espectro gamma obtenido al analizar una muestra de ['®F]PSMA-
1007.

2.8 Determinacion del tiempo de semidesintegracidén: en un calibrador de dosis

adecuado, se midi6 cada 2 minutos la actividad de una alicuota de 12,5mCi de
['8F]IPSMA-1007, hasta completar 10 minutos. Los valores obtenidos se muestran
en la tabla 9. Con dichos datos se realizé un ajuste lineal como el que se muestra

en la figura 21 y utilizando las ecuaciones 1 y 2 descritas en la seccion
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metodologia, fue posible obtener el tiempo de semidesintegracion del
radioisotopo.

Para todas Ilas producciones de prueba realizadas, el tiempo de
semidesintegracion se encontré entre 108 y 111 minutos. Este resultado
complementa al valor de energia obtenido de 511 KeV, identificando al
radioisétopo estudiado como '8F.

Tabla 9. Actividad medida cada 2 minutos para ['®F]PSMA-1007.

Tiempo [min] Actividad [mCi] Ln(Act)
0 12,501 2,525
2 12,343 2,513
4 12,19 2,500
6 12,04 2,487
8 11,88 2,474
10 11,740 2,463
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Figura 21. Ajuste lineal obtenido para las mediciones descritas en la tabla 9.

2.9 Determinacion del pH: las mediciones se realizaron con varillas de pH de

rango 0 a 14 y luego con una varilla en el rango 5 a 10. La figura 22A muestra
una medicién en el rango 0-14 y la figura 22B en el intervalo 5 a 10. Todas las

pruebas realizadas muestran que el valor de pH se encuentra dentro de 4,5 - 7,5.
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Figura 22. Medicion de f)H de una produccion de ['®F]PSMA-1007.
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Conclusiones

Durante el desarrollo de este trabajo fue posible realizar con éxito el
proceso de radiomarcacion de ['*®FJPSMA-1007 en el Laboratorio Ciclotron
de la Comisién Chilena de Energia Nuclear, con un rendimiento que
fluctuo entre 37,2 a 74 %, corregido por decaimiento radiactivo. Tras cada
sintesis y posterior analisis fisicoquimico, fue posible ajustar los analisis y
lograr una metodologia adecuada para el control de calidad de la
formulacion de ['®F]PSMA-1007.

Tras el analisis de pureza quimica en las primeras pruebas de sintesis se
encontré que la concentracién en masa de ['®FJPSMA-1007 era mayor a
10 ug/mL, considerando que la especificacion declara que la
concentracion de [ F]JPSMA-1007 < 0,1mg/Vmax, se optd por reducir el
volumen maximo a 5mlL, aumentando la concentracion limite de
['®FIPSMA-1007 a 20 pg/mL.

La longitud de onda de absorcion mas adecuada para el analisis de
['8FIPSMA-1007 por HPLC fue de 230 nm, permitiendo duplicar la
sensibilidad de analisis de ['®F]JPSMA-1007 respecto a la obtenida
utilizando una longitud de onda de 254 nm utilizada en la bibliografia.
Luego de la implementacion de los analisis fisicoquimicos de control de
calidad, fue posible constatar que el ['®F]PSMA-1007 sintetizado en el
Laboratorio de Ciclotron de la CCHEN, cumple con las especificaciones

para producto terminado declarados en las monografias de analisis de
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otros radiofarmacos PET, tanto en la Farmacopea Europea, como en
Farmacopea de los Estados Unidos.

e A partir de este trabajo y tras la completa implementacion de la
metodoldgica analitica, incluyendo los ensayos microbioldgicos de control
de calidad, sera posible poner a disposicion desde el sistema publico el
radiofarmaco PET ['®F]PSMA-1007, mejorando el acceso del sistema de
salud a una potente herramienta para la deteccion precoz del cancer de
préstata, beneficiando a la poblacién masculina susceptible de sufrir esta

enfermedad.
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Perspectiva de trabajo futuro

A continuacion, se definen algunas lineas de accion que se recomiendan para
alcanzar la completa implementacion del proceso de produccion y de los analisis

de control de calidad del ['®F]PSMA-1007.
1.- Analisis de solventes residuales

El método cromatografico de determinacion de solventes residuales desarrollado
en este trabajo, utiliza una inyeccion directa de una alicuota de 1 pL de
['®F]PSMA-1007 al inyector que se encuentra a 200 °C. Debido a la inclusién de
ascorbato de sodio con una concentracion de 20 mg/mL en la formulacion final,
es posible inferir que ocurrira una cristalizacion de la sal en el interior del inyector,
obstruyéndolo e inhabilitando el equipo, por lo que se sugiere explorar otras
estrategias como por ejemplo el uso de headspace ?71. Con dicha técnica sera
posible evaporar los solventes residuales, recogiendo una fraccién o la totalidad
de estos, la que no incluira al ascorbato de sodio, dado que se encontrara
cristalizado al fondo del vial de muestra. El volumen de muestra a utilizar para
este ensayo debe encontrarse entre los 1 a 10 yL, esta restriccion se encuentra
relacionada a que el volumen de muestra total para todos los analisis de control

de calidad fisicoquimicos y microbiolégicos es de solo 500 pL.
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2.- Desarrollo de analisis microbiolégicos

En conjunto con la implementacion de los ensayos de control de calidad
fisicoquimicos, se deben implementar los ensayos de control de calidad
microbiolégicos que dan cuenta de la esterilidad de la muestra y de que esta no

contiene endotoxinas bacterianas [4.

La evaluacion de esterilidad verifica la ausencia de contaminacién por
microorganismos (bacterias y hongos) en la muestra esterilizada o preparada
asépticamente. Para realizar este ensayo, habitualmente se realiza un cultivo en
un medio de crecimiento adecuado, como, por ejemplo, digerido de caseina y
soja. No obstante, esta prueba dura 14 dias y debido al corto tempo de vida media
del radiofarmaco (110 minutos), la esterilidad debe ser inferida mediante una
prueba de punto de burbuja, la que dara cuenta de la integridad de la membrana
que posee un tamafo de poro de 0,22 um y que es utilizada para realizar el
proceso de esterilizacion. Debido a la naturaleza radiactiva de la muestra, este
ensayo debe ser implementado en la celda de dispensado aséptico del
Laboratorio Ciclotron de la CCHEN, la que cuenta con un médulo automatizado
Elisia-Raytest, modelo Safira, que permitira realizar esta prueba de forma remota

y sin exposicion radiologica del personal.

Para determinar la presencia de endotoxinas bacterianas en la solucion radiactiva
recién preparada, se debe desarrollar un método cromogénico, el que utiliza el

cambio de coloracién que ocurre cuando el limulus amebocito lisato (LAL)
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reacciona con las endotoxinas bacterianas. La principal dificultad para la
implementacién de este método es la determinacion de las diluciones para
cuantificar adecuadamente en el rango de las 175 UE/mL. Este método es
sensible a la fuerza idnica de la solucion, por lo que debe estudiarse el efecto del

ascorbato de sodio presente en la formulacion final.

3.- Ensayos biolégicos in vitro

Dado que el [®F]JPSMA-1007 aun es un radiofarmaco de reciente uso, es
pertinente realizar pruebas bioldgicas in vitro, que provean de evidencia cientifica
que el producto sintetizado en la CCHEN posee el comportamiento biolégico
deseado a nivel celular. Para ello se propone realizar dos estudios

complementarios.

Estudio de unién a superficie e internalizacion: con este ensayo se propone

evaluar la incorporacion de ['®F]JPSMA-1007 en cultivos celulares. Se sugiere
utilizar una linea celular de cancer de prostata que expresa PSMA (LNCaP). Este
ensayo consiste en incubar las células en presencia del radiofarmaco y obtener
las distintas fracciones que corresponden a radioactividad unida a membrana y
radioactividad internalizada, para finalmente calcular el porcentaje de
internalizacion (% ). Adicionalmente, para determinar la especificidad de la
union, se propone realizar otro set de experimentos utilizando el inhibidor
comercial de PSMA, 2-PMPA (acido 2-PMPA (2-(fosfonometill) pentano-1,5-

dioico) [?8],
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Estudio de afinidad: con este ensayo se propone evaluar la incorporacion de

['8FIPSMA-1007 en cultivos celulares, en presencia del ligando frio (PSMA-
1007), utilizando la linea celular de cancer de prostata LNCaP. Este ensayo
consiste en incubar las células con una concentracion del ligando marcado en
presencia de varias concentraciones del ligando sin marcar, en un rango de 5
ordenes de magnitud. Asi, se propone cuantificar la radioactividad acumulada en
las células y estimar la concentracion de ligando que produce el 50% de

inhibicion 291,
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