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Radiofarmacos PET

PET RADIOPHARMACEUTICALS
|. Pefiuelas Sanchez

Unidad de Radiofarmacia. Servicio de Medicina Nuclear.
Clinica Universitaria de Navarra.

INTRODUCCION

La tomografia de emision de positrones es una técnica no invasiva de diagnostico por
imagen en la que se utilizan radiotrazadores marcados que son administrados al sujeto
de analisis en cantidades traza, por lo que no se producen efectos farmacodinamicos, La
abundancia de los is6topos emisores de positrones de uso mas frecuente (*°F, 'C) en las
moléculas bioldgicas o en los farmacos, permite el cambio del is6topo frio por el
radiactivo sin que se vean en absoluto afectadas las caracteristicas quimicas del
compuesto. Ademas, el reducido periodo de semidesintegracion de los emisores de
positrones hace posible la realizacion de mdltiples estudios en un mismo sujeto en un
intervalo de pocas horas.

La técnica tomogréafica posibilita la generacion de imagenes volumétricas para obtener
una vision global de la distribucion del radiotrazador en el organismo, siendo ademés
posible la cuantificacion absoluta de la radiactividad presente en los tejidos en cada
momento. La obtencidn de imagenes y/o datos dindmicos permite analizar la evolucion
de la concentracién del radiotrazador a lo largo del tiempo, abriendo una nueva
dimension en los estudios farmacocinéticos.

Debido al reducido periodo de semidesintegracion de los radionucleidos empleados para
marcar los radiofdrmacos utilizados, estos deben producirse mediante un ciclotron
situado junto al laboratorio de radiofarmacia. Para los radiofarmacos marcados con
radionucleidos tales como carbono-11, nitrdgeno-13 u oxigeno-15, la radiosintesis debe
llevarse a cabo «a pie de tomdgrafo»; sin embar%o, los radiofarmacos fluorados, y en
particular la 2-(*3F)-fluoro-2-deoxi-Dglucosa (**FDG), pueden sintetizarse en una
Unidad de Radiofarmacia y ser distribuidos regionalmente a centros equipados con una
camara PET o una gammacamara de coincidencia. Dado que en una instalacién PET el
mayor costo se debe al ciclotron y los laboratorios de sintesis y control de calidad, la
existencia de los mencionados centros satélites ha permitido hacer de la PET un
procedimiento diagnostico cada dia mas extendido no solo por la mayor disponibilidad
de la técnica, sino también por el favorable costo-beneficio que su aplicacion ha venido
demostrado en la aplicacién de un sistema global de salud * 2.
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DESINTEGRACION Y ANIQUILACION

La desintegracion de un radionucleido emisor de positrones ocurre segun el esquema
general siguiente:

A A
X = Y +p+v
Z N Z—1 N4/

La emision del positron conlleva la estabilizacion del nucleido generado, ya que éste
estd mas cerca de la linea de estabilidad. La emisién concomitante de un neutrino (v) en
cada desintegracion hace que la energia de la emision del positron (B*) sea variable, al
contrario de lo que ocurre con las emisiones gamma, que tienen una energia fija para un
radionuctéido dado debido a que se deben a transiciones entre dos estados energéticos
con valores definidos. Se habla por lo tanto de energia méxima y de energia media de
emisién del positron para cada radionucleido.

Tras la emision del positron, éste recorre una distancia (que serd mayor cuanto mayor
sea la energia de emision del mismo) antes de chocar con un electrén y producirse la
aniquilacion. En este fendmeno la masa de ambas particulas se transforma en energia
segun la ecuacion E = mc?. La distancia recorrida por el positron hasta su aniquilacion
es de unos pocos mm (en un medio acuoso, asimilable basicamente a un tejido) y ocurre
en un tiempo muy corto desde la desintegracion (en torno a 10”° segundos).

PRODUCCION DE RADIONUCLEIDOS EMISORES DE POSITRONES

En Medicina Nuclear se utilizan radionucleidos de origen artificial emisores de
radiaciones ionizantes que se obtienen bombardeando nucleos de atomos estables con
particulas subatomicas (neutrones, protones, etc.) causando reacciones nucleares y
convirtiendo nucleos estables en inestables (radiactivos). Los dispositivos y métodos
usados para producir radionucleidos incluyen: reactores nucleares, aceleradores de
particulas (lineales, ciclotrones...), generadores y el fendmeno de fotodesintegracion.

La obtencién de los radionucleidos utilizados en tomografia de emisién de positrones®
se lleva a cabo fundamentalmente por medio de ciclotrones®, aunque existe también la
posibilidad, hasta ahora poco explotada, de la utilizacién de generadores®, si bien los
istopos obtenidos tienen unas caracteristicas fisicas y quimicas desfavorables con
respecto a los obtenidos en ciclotrones.

FUNDAMENTOS MOLECULARES DE LA APLICACION DE LOS
RADIOFARMACOS PET

La PET se basa en la utilizacién de radiofarmacos marcados con is6topos emisores de
positrones que permitan visualizar in vivo diversos procesos fisiolégicos o
fisiopatoldgicos’®. De este modo, es posible monitorizar la evolucién temporal de la
distribucion regional de la concentracion de un radiofarmaco tras la administracion del
compuesto marcado. ElI numero de radiofarmacos PET empleados hasta la fecha es muy



elevado; no obstante la mayor parte de ellos se han utilizado en estudios de
investigacion y a excepcién de unos pocos (singularmente la *FDG, la *FDOPA, la
C-metionina, el **O-agua, y el **N-amoniaco) no han logrado introducirse en la
practica clinica habitual, si bien muchos de ellos presentan unas caracteristicas
inmejorables para el estudio de multiples patologias. En la tabla | se recoge una
seleccion de algunos de los radiofarmacos PET utilizados hasta la fecha.

Para su aplicacion in vivo, las caracteristicas ideales que debe presentar un
radiofarmaco PET son:

— Facil penetracion en el tejido diana.

— Baja absorcion inespecifica.

— Elevada afinidad por su sitio de union.

— Disociacion suficientemente lenta del lugar de unién como para detectar dicha
unién tras la eliminacion del compuesto unido inespecificamente y del presente en
el pool vascular.

— Metabolizacion escasa (o nula) para facilitar el modelado matematico.

La PET permite estudiar, visualizar y cuantificar multiples procesos bioquimicos y
fisioldgicos tales como el metabolismo glicidico®, la tasa de sintesis proteica®, la
proliferacion celular ™ *?, la actividad enzimatica™®, la tasa de consumo de oxigeno™, el
metabolismo B-oxidativo®, el pH intracelular'®, el flujo sanguineo®, la transmision de
sefiales e incluso la expresion génica'® *° y su regulacion, entre otros. Pero ademas es
posible mediante PET analizar la densidad de receptores de una zona concreta®?, la
cinética de la unién receptor ligando® o enzima-sustrato®, la afinidad de un compuesto
por un receptor determinado®, o el efecto de un farmaco en cualquiera de los procesos
fisioldgicos previamente referidos®?®. A pesar de esta gran diversidad, y mediante una
simplificacion que quizd pudiera resultar excesiva, se pueden clasificar los
radiofarmacos PET en tres grandes grupos:

1. Sustratos de vias metabolicas.
2. Ligandos que interactGan selectivamente en un proceso de neurotransmision.
3. Radiofarmacos para la medida del flujo sanguineo regional.

SUSTRATOS DE VIiAS METABOLICAS
BEDG

La ®FDG es sin duda el radiofarmaco PET mas importante®. Esto se debe no sélo a su
aplicacion al estudio de patologias muy diversas, sino también a sus caracteristicas
metabolicas y a la rapidez de su sintesis. Tanto la glucosa como la FDG atraviesan la
barrera hematoencefalica y entran facilmente en las células, aunque este paso de
incorporacion es ligeramente mas rapido en el caso del analogo fluorado. Tras su
entrada en la célula, ambos compuestos inician la via glicolitica, con la fosforilacion por
la enzima hexoquinasa en el carbono 6.

El siguiente paso de la via glicolitica es la isomerizacion por accion de la enzima
fosfoglucosa isomerasa para formar fructosa-6-fosfato. Puesto que tanto la glucosa-6-
fosfato, como la fructosa-6-fosfato existen predominantemente en su forma ciclica, la



reaccion requiere la apertura del anillo, seguidamente la isomerizacion y finalmente el
cierre del nuevo anillo de furanosa formado.

La intervencion del grupo hidroxilo de C, es fundamental para que pueda llevarse a
cabo la isomerizacion; por lo tanto, la 2-®FDG-6-P, que carece de dicho grupo
funcional, no es un sustrato adecuado para la fosfoglucosa isomerasa, por lo que la
BEDG sufre Gnicamente el primer paso de la via glicolitica: la fosforilacién en Cg por
accion de la hexoquinasa, ya que el compuesto resultante sufre atrapamiento metabdlico
por no poder ser metabolizado.

La reaccion de desfosforilacién de los derivados fosforilados (glucosa-6-P y **FDG-6-
P) es catalizada por la enzima glucosa-6-fosfatasa, cuya actividad solo es significativa
en el higado, dado que este érgano no emplea glucosa como fuente principal de energia
y es ademas el encargado de regular la concentracion de glucosa en sangre liberando la
glucosa obtenida en la reaccion de defosforilacion referida. Por otra parte, las
caracteristicas de la glucokinasa hepatica (la enzima encargada de fosforilar la glucosa a
glucosa-6-P en este 6rgano, dado que la hexokinasa practicamente no se expresa en los
hepatocitos) son bastante diferentes de las de la hexokinasa. La hexokinasa tiene una
elevada afinidad por la glucosa (Ky < 0,1 mM) y es inhibida por el producto de la
reaccion que cataliza. En contraposicion, la glucokinasa tiene una afinidad mucho
menor por la glucosa (Ky = 10 mM), de tal modo que su actividad es proporcional a la
concentracion de glucosa en sangre. Ademas, la glucokinasa no es inhibida por la
glucosa-6-P. Con todo esto, no puede decirse que en el higado la PDG sufra
atrapamiento metabdlico ya que las tasas de fijacion en forma de FDG-6-P e hidrdlisis a
FDG son significativamente diferentes a las de otros tejidos.

Punto clave 2

Tras la fosforilacion en Cg por la hexokinasa, el derivado fosforilado (‘'8FDG-6P) sufre
atrapamiento metabolico por no ser un sustrato adecuado para la fosfoglucosa isomerasa
por carecer del —OH en C,.

Sin embargo, en el resto de los tejidos, se puede asumir que toda la FDG que entra en la
célula queda fijada en su interior por sufrir atrapamiento metab6lico: su conversion a
FDG-6-P impide su difusion atravesando la membrana celular, y una vez que se
encuentra en la forma fosforilada, esta molécula no puede ser metabolizada, por lo que
el resultado final del proceso es el acumulo progresivo del derivado fosforilado en el
interior de la célula.

¢Por qué se acumula *FDG en las células tumorales?

A pesar de la amplia utilizacion de la FDG como radiofarmaco principal en el estudio
de la patologia tumoral, debe quedar claro que este radiofarmaco no es en absoluto un
marcador de proliferacion celular, sino del metabolismo glicidico celular. La
concentracion de la *®FDG en las células tumorales es un reflejo del aumento de su
metabolismo glicidico para poder mantener una elevada tasa de crecimiento y/o
proliferacién®’. La necesidad de ATP para los procesos anabélicos referidos se traduce
en un incremento de la captacion de glucosa. Por lo tanto, la utilizacion de la **FDG en




oncologia se fundamenta en la observacion de que las células tumorales muestran una
glicolisis aumentada, debido a tres factores:

1. El incremento en el numero de transportadores de membrana para la
glucosa®®?—los denominados GLUT-1 a GLUT-9— originado por un incremento de la
expresion de sus genes (tal es asi que para algunos autores el incremento de la expresion
del gen GLUT-1 es uno de los marcadores mas tempranos de transformacién tumoral).

2. El aumento de la actividad de varias enzimas de la via glicolitica® (entre ellas la
hexokinasa, fosfofructokinasa y piruvato deshidrogenasa) tanto por modificaciones
alostéricas como por un incremento de la expresion de sus genes.

3. A todo esto se une el hecho de que la degradacion de la glucosa en las células
tumorales tiene lugar mediante una via anaerdbica, en la que el rendimiento energético
es de Unicamente 2 moléculas de ATP por molécula de glucosa, mientras que mediante
la oxidacion aerdbica de la glucosa a CO, y H,O se obtienen 38 ATP. El motivo de que
la célula tumoral utilice preferentemente el metabolismo anaerébico (a pesar de su
menor rendimiento energético) se debe fundamentalmente a la velocidad con que se
obtiene la energia en uno y otro caso, siendo ésta casi 100 veces mayor en la
fermentacion que en el catabolismo oxidativo. De este modo, y siempre que el aporte
del sustrato energético sea suficiente, una célula tumoral en crecimiento compensa el
menor rendimiento energético del proceso anaerdbico con su mayor velocidad, de tal
modo que el consumo de glucosa es muy elevado.

En conjunto, estos tres factores conllevan la sustancial diferencia en el acimulo de
BEDG entre las células tumorales y las que no lo son, y posibilita la utilizacién de este
radiofarmaco como un indicador indirecto de proliferacién celular.

Sustratos para el estudio de la g-oxidacion

El estudio del metabolismo oxidativo miocardico es de gran interés clinico porque
permite la identificacion del miocardio viable. En condiciones fisiologicas existe una
estrecha relacién entre la perfusion y el metabolismo miocardicos y la funcién contractil
cardiaca. A pesar de que el corazon es capaz de metabolizar diversos sustratos, tiene
clara preferencia por los acidos grasos, aunque en determinadas circunstancias puede
producirse una disminucion de la beta-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos en
beneficio de un incremento del catabolismo de la glucosa.

Los radiofarmacos mas utilizados para el estudio del metabolismo oxidativo cardiaco
son 4cidos grasos marcados con carbono-11 (tales como el *'C-palmitato®! o el propio
Uc-acetato®*®). No es sin embargo sencillo el analisis cuantitativo de las imagenes
obtenidas con estos radiofarmacos, puesto que sufren una metabolizacion rapida con la
generacion de gran cantidad de productos intermediarios marcados (entre ellos *'CO,).

Para simplificar el andlisis cuantitativo, se ha utilizado un radiotrazador marcado con
flior-18, el 4cido 14(R,S)-[*®F]fluoro-6-tio-heptadecanoico™** (*FTHA).

En este caso la presencia del &tomo de azufre en el carbono 6 detiene la catabolizacion
del compuesto, dando lugar al atrapamiento metabdlico.



El "®FTHA entra en la via B-oxidativa por su similitud con un &cido graso natural,
sufriendo la activacion al acil-coenzima A correspondiente y posteriormente las dos
primeras vueltas completas de la B-oxidacion, con lo que se eliminan los carbonos 1 a 4
en forma de 2 moléculas de acetil-CoA y queda el derivado fluorado activado como un
acil CoA de 13 carbonos, con el azufre en la posicion 2. En la siguiente vuelta, no puede
Ilevarse a cabo ni siquiera la primera reaccion de deshidrogenacion catalizada por la
acil-CoA deshidrogenasa, ya que la presencia del &omo de azufre imposibilita la
formacion del doble enlace. De este modo, se va acumulando progresivamente el
metabolito fluorado en funcidn de la tasa del metabolismo B-oxidativo.

Sustratos para el estudio de la proliferacion: medida de la sintesis de DNA

El modo mas preciso de medir la proliferacion celular es determinando directamente la
tasa de sintesis del DNA, ya que tanto el incremento de la glicolisis como de la tasa de
sintesis de proteinas son indicadores indirectos que pueden por tanto dar lugar a
diagnosticos erroneos en determinadas circunstancias.

Los radiofarmacos ideales para visualizar proliferacion celular mediante PET son por lo
tanto analogos de las bases del DNA cuya incorporacion a éste (esto es, su fijacion
intracelular) si es una medida directa de la proliferacion celular. La eleccion de la
timidina como el nucledsido ideal es evidente, ya que la utilizacion de guanosina,
citidina o adenosina conllevaria la incorporacién del &tomo radiactivo no sélo al DNA,
sino también al RNA. Puesto que se intenta ver replicacion (biosintesis de DNA) y no
sintesis de RNA, debe elegirse la base que es diferente entre ambos tipos de &cido
nucleico.

Entre los radiofarmacos utilizados destaca la *C-timidina®, pero la dificultad de su
sintesis y su rapido catabolismo®** dificultan en gran medida su aplicacion clinica®®.
La introduccion de otros analogos de la timidina marcados con fldor (especialmente la
fluoro-timidina'*?) y que no sean degradados tan rapidamente in vivo ha supuesto un
avance considerable en este campo.

Punto clave 3

El modo mas preciso de medir la proliferacion celular es determinando directamente la
tasa de sintesis del DNA, ya que tanto el incremento de la glicolisis como de la tasa de
sintesis de proteinas son indicadores indirectos que pueden dar lugar a diagnosticos
erroneos en determinadas circunstancias.

Sintesis de proteinas

Los aminoacidos no sélo se utilizan para la sintesis de proteinas, sino que ademas son
los precursores de muchos compuestos nitrogenados, como por ejemplo nucleétidos,
coenzimas, el grupo hemo, varias hormonas o0 neurotransmisores (epinefrina,
norepinefrina, dopamina, serotonina, histamina...).

Por lo tanto, el destino final de un aminoacido va a depender de muchos factores, y sus
productos de degradacion o de biosintesis van a ser muy diversos.




La mayor parte de los estudios PET con aminoacidos marcados se centran en su
incorporacién a las proteinas en el cerebro o en tejidos tumorales®®. Antes de
incorporarse a las proteinas cerebrales, el aminoacido debe atravesar la barrera
hematoencefalica, mediante un sistema especifico de transportadores de aminoacidos.
Estos transportadores son saturables, por lo que la tasa de transporte va a depender de la
relacion entre el aminoacido marcado inyectado y la concentracion en la sangre de
aminoacidos endogenos que puedan competir con éste por su union al transportador.

Los aminodacidos L-fenilalamina, L-leucina, L-tirosina y L-metionina tienen las tasas de
captacion cerebral mas alta, por lo que se consideran los aminoacidos ideales para la
medida de la tasa de sintesis proteica en el cerebro***2.

El problema del destino del aminoacido marcado (fundamentalmente la disyuntiva entre
la sintesis de proteinas y el metabolismo no proteico del precursor) y la eliminacion de
los metabolitos radiactivos, es el problema fundamental cuando se quiere llevar a cabo
un analisis cuantitativo™, pero puede solventarse mediante la utilizacion combinada de
varios radiofarmacos.

En cuanto a la posicion del marcaje radiactivo, lo mas sencillo es marcar el carbono
carboxilico del aminoacido, pero el catabolismo de los aminoacidos asi marcados
conlleva la rapida produccion de **CO,, que va a dificultar tanto el analisis visual de la
imagen como el célculo de parametros semicuantitativos®.

Respecto a su aplicacion clinica principal, la dindmica de incorporacion diferencial a los
tejidos la L-[metil-**C]metionina puede ser de utilidad para analizar cualitativamente
diferencias metabdlicas entre distintos tejidos, o para identificar transformaciones
tumorales.

Ademas de participar en la sintesis de proteinas, el metabolismo de la L-[metil-
1C]metionina es complejo y conlleva la aparicién del carbono radiactivo en otros
maultiples compuestos, ya que es éste carbono el que se transfiere a otras moléculas en
las reacciones de transmetilacién mediadas por la S-adenosilmetionina (SAM), uno de
los agentes metilantes de mayor importancia biologica por la reactividad del metilo
unido al ion sulfonio y que se produce in vivo a partir de metionina. La SAM actua, p.
ej. como dador de metilos en la sintesis de fosfatidilcolina a partir de
fosfatidiletanolamina, o de epinefrina a partir de norepinefrina. Las reacciones de
transmetilacion que implican a la SAM producen finalmente hornocisteina, que puede
transformarse de nuevo en metionina mediante una reaccién de transmetilacién con N°-
metil-tetrahidrofurano, o finalmente en alfa-cetobutirato, y succinil-CoA, un sustrato del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, por lo que finalmente el carbono-11 aparecera
también en forma de 'CO..

Los analogos de aminoacidos marcados con **F (especialmente los derivados fluorados
de la tirosina**®, e incluso la propia **EDOPA*") presentan varias ventajas con respecto
a los marcados con C, fundamentalmente en relacién con el mayor periodo de
semidesintegracion del flaor-18 —que permite llevar a cabo estudios en tejidos con
tasas de sintesis proteica reducidas—, y con la menor metabolizacion de los andlogos
fluorados, ya que al no tratarse de aminoacidos naturales han sido disefiados para poder
obtener datos cuantitativos con mayor facilidad. Sin embargo, los procedimientos de
sintesis son relativamente complejos, lo que hace que los aminoacidos fluorados no se
utilicen profusamente para estudios PET.



Punto clave 4

La dindmica de incorporacién diferencial a los tejidos de la L[metil-*'C]metionina
puede ser de utilidad para analizar cualitativamente diferencias metabdlicas entre
distintos tejidos, o para identificar transformaciones tumorales.

LIGANDOS QUE INTERACTUAN SELECTIVAMENTE EN UN PROCESO DE
NEUROTRANSMISION

La evaluacion cuantitativa, semicuantitativa o simplemente el analisis visual de la union
de un ligando a un receptor, es quiza la aplicacion méas clara de la tomografia de
emisién de positrones al analisis farmacoldgico in vivo.

Los estudios de unidn a receptores se pueden clasificar en tres grandes areas:

1. Determinacion de la interaccion del farmaco con un receptor, de tal modo que la
utilizacion como radiotrazador del propio farmaco marcado no produce alteracion
alguna en los pardmetros bioquimicos que se quieren determinar®.

2. En otros casos se procede a la co-administracién del radiotrazador con el
farmaco de interés para determinar, mediante la competicion entre ambos, si el
compuesto frio es capaz de disminuir la unién del marcado, lo que implicaria la union
de aquél al receptor con mayor afinidad que éste®.

3. Se pueden determinar de manera indirecta los cambios en la concentracion de un
neurotransmisor enddgeno en respuesta a un farmaco; si un farmaco actua, p. €j.,
mediante el incremento de la liberacién de dopamina, haciendo estudios PET con *'C-
raclopride (un antagonista D;) se puede comprobar que la ocupacién de receptores por
el compuesto marcado disminuye tras la administracién de la droga, puesto que al
liberarse el neurotransmisor éste ocupa los receptores®®. Una variacion de este Gltimo
método permite medir la inhibicion de una enzima por un farmaco determinando la
concentracion del neurotransmisor que degrada aquélla; esto se ha hecho midiendo el
incremento de la concentracién de acetilcolina en respuesta a la inhibicion de la
acetilcolinesterasa por distintas drogas: el incremento del neurotransmisor se mide
indirectamente utilizando un agonista muscarinico marcado>".

Punto clave 5

Para la determinacion de la interaccion de un farmaco con un receptor se puede usar la
PET de tal modo que la utilizacién como radiotrazador del propio farmaco marcado no
produce alteracion alguna en los parametros bioquimicos que se quieren determinar.

Para demostrar la actividad enzimatica in vivo mediante PET se pueden utilizar dos
aproximaciones experimentales distintas. La primera se basa en la utilizacion de un
sustrato marcado cuyo producto sufre atrapamiento metabdlico en el lugar de la
catalisis, mientras que la segunda implica la utilizacion de un inhibidor marcado que se
una a la enzima con una tasa de disociacion lenta. Entre los enzimas utilizados como
dianas se incluyen la monoamina oxidasa®>®, la acetilcolinesterasa®, la dopamina
descarboxilasa®, o la fosfodiesterasa®. La utilizacién de un sustrato PET puede




permitirnos localizar los lugares donde una enzima se expresa, en qué concentracion
aparece e incluso cual es su actividad. Este tipo de estudios aportan valiosa informacion
sobre la actividad enzimética en diversos estados fisiologicos y patologicos y permite
estudiar in vivo el efecto de distintas drogas sobre estos sistemas enzimaticos.

Un ejemplo clasico de los estudios de ocupacién de receptores son los llevados a cabo
con neurolépticos®. Se ha propuesto que la induccién de efectos extrapiramidales por
los antipsicoticos clasicos se debe a una ocupacion de receptores dopaminérgicos
superior al 80%, mientras que el efecto antipsicético sélo se manifiesta clinicamente
cuando la ocupacion es superior al 70%. Existe por lo tanto un estrecho margen en el
que el farmaco debe funcionar®. La accién simultanea sobre receptores D, y 5HT, de
algunos compuestos (como p. €j. risperidona o clozapina®*®) podria ser la causa que
hace disminuir los efectos extrapiramidales. La Unica forma de determinar la ocupacién
de receptores in vivo tras el tratamiento con distintos neurolépticos, es mediante PET:
utilizando como radiotrazadores *'C-raclopride y 'C-N-metil-espiperona (un
antagonista 5HT;) se puede determinar el porcentaje de receptores a los que se une el
radiofarmaco®”.

En ocasiones no es posible marcar con un is6topo emisor de positrones el compuesto de
interés, pero incluso en estos casos puede ser Util la PET. La estrategia a seguir se basa
habitualmente en cuantificar en qué medida la administracion del farmaco no marcado
reduce la incorporacion del compuesto marcado. Si se utiliza una molécula selectiva por
un subtipo de receptor concreto y se comprueba una disminucion de la fijacion del
compuesto marcado tras la administracion del farmaco frio, se demuestra que in vivo
éste se fija al mismo receptor que el compuesto marcado, con lo que se obtiene una
informacion de gran utilidad para las fases subsiguientes de desarrollo del proceso®.

Punto clave 6

La utilizacion de un radiofarmaco PET adecuado permite localizar los lugares donde
una enzima se expresa en el SNC, en qué concentracion aparece e incluso cudl es su
actividad.

Si bien el estudio de receptores con PET se ha dedicado mayoritariamente al SNC, son
también numerosos los trabajos que mediante tomografia de emisién de positrones han
permitido la caracterizacion in vivo de diversos tipos de receptores en el corazon. Se
han estudiado de este modo receptores muscarinicos®, alfa-°*®® y beta-adrenérgicos®®®’
y se ha podido visualizar in vivo la innervacion del corazon con falsos
neurotransmisores como ‘®F-6-fluorometaraminol®®, o *®F-6-fluorodopamina®. Estos
estudios han permitido un conocimiento méas preciso de la neurofisiologia cardiaca y
posibilitado el analisis in vivo del efecto de diversas drogas sobre la funcion del
corazén, con la consiguiente aplicacion al desarrollo de nuevos farmacos mas seguros,
potentes y especificos.

RADIOFARMACOS PARA LA MEDIDA DEL FLUJO SANGUINEO
REGIONAL

Entre los trazadores difusibles, esto es, que son lavados del tejido por difusion simple,
cabe destacar el H,*°0, radiofarmaco aplicado para la determinacién y cuantificacion




del flujo sanguineo, bien sea para el anélisis de la perfusién de una lesién tumoral™ o
para estudios de activacion cerebral en respuesta a un estimulo™ o a un tratamiento
farmacolégico’.

Los radiofarmacos extraibles son atrapados en el tejido diana por un mecanismo
dependiente de energia. Entre ellos cabe destacar el rubidio-82"° —cuyo mecanismo de
accion se basa en la similitud del Rb* con el —y el **N-amoniaco™".

SINTESIS DE RADIOFARMACOS EMISORES DE POSITRONES
Generalidades

La sintesis de radiofarmacos PET presenta unas caracteristicas muy peculiares que la
diferencian notablemente de los procedimientos de preparacion de radiofarmacos en
Medicina Nuclear convencional.

Debe considerarse en primer lugar el tiempo de sintesis, ya que al trabajar con is6topos
de vida media muy corta, deben buscarse necesariamente procedimientos en los que se
reduzca al maximo el nimero de pasos, en los que cada uno de ellos transcurra con una
gran eficiencia, y en los que la reaccién de incorporacion del isétopo tenga lugar en los
pasos finales de la sintesis. De este modo se consiguen dos objetivos: reducir el tiempo
total de sintesis y disminuir el ndmero de sustancias obtenidas como producto
secundario de la reaccion.

Las sintesis de radiofarmacos PET se llevan siempre a cabo a muy pequefia escala desde
el punto de vista de la cantidad del compuesto producido (habitualmente tan solo unas
pocas decenas de microgramos), lo que implica que siempre va a existir un gran exceso
del precursor, y que por lo tanto es necesario utilizar un sistema de purificacion
adecuado del producto final. Estos han de ser rapidos y eficientes, por lo que lo méas
habitual es recurrir a la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), aunque en los
casos en que sea posible, la utilizacion de sistemas de cartuchos de extraccion en fase
solida es més adecuado ya que requiere un equipamiento mas sencillo.

Cuando se desea afrontar un procedimiento de sintesis debe tenerse también en cuenta si
el precursor necesario estd disponible en el mercado; si no lo estuviera, deberia
sintetizarse in situ, lo que complica notablemente el proceso global, puesto que se
requiere un equipamiento adicional costoso.

Es sin duda de gran importancia la posicién del is6topo en el compuesto marcado, ya
que esto puede condicionar el comportamiento bioldgico de la molécula, o los
metabolitos marcados que se originen a partir del radiotrazador, lo que a su vez es
importante cuando se llevan a cabo estudios de cuantificacion absoluta.

La existencia de estereoisomeros de los que uno es activo y el otro no, hace que sea la
estereoselectividad de las reacciones de sintesis un punto importante a tener en cuenta.
En caso de existir la posibilidad, siempre es mejor utilizar un precursor en el que el
centro quiral esté ya establecido y no se altere durante la sintesis, puesto que la
obtencion de una mezcla de isomeros implicaria un sistema de purificacion mediante
HPLC quiral que es bastante complejo.



Los procedimientos de sintesis deben ademas ser facilmente automatizables, dado que el
manejo de actividades muy elevadas (varios curios) hace inviable la utilizacion de
procesos manuales; de ahi la importancia del establecimiento de procesos de
manipulacion adecuados a las actividades manejadas y la necesidad de utilizar sistemas
de proteccion apropiados.

A todo esto debe afadirse que los radiofarmacos deben ser estériles y apirégenos, ya
que se van a administrar a los pacientes por via endovenosa, por lo que todo el sistema
de sintesis debe estar disefiado para obtener un producto final de las caracteristicas
referidas.

Finalmente, y cuando es necesario utilizar reacciones de sustitucion electrofilica con F,
debe considerarse la dificultad para obtener cantidades elevadas del radioisétopo en esta
forma quimica, como veremos mas adelante.

Con todas estas consideraciones previas, es patente la necesidad de un equipamiento
complejo tecnolégicamente avanzado para la sintesis de radiofarmacos PET, a lo que
hay que afadir los requerimientos de personal altamente especializado formado en los
campos de la radiofarmacia, radioquimica, quimica organica, bioguimica, farmacologia,
informatica, micromecanica, gestion de calidad, etc.

Automatizacion

La aplicacion de sistemas de sintesis automatizada o de sistemas robotizados para la
realizacion de diversas tareas en el laboratorio PET permite por una parte reducir
extraordinariamente la exposicion del personal a la radiacién —proteccion al personal—
llevar a cabo las sintesis en condiciones fijadas y exactamente reproducibles
—reproducibilidad—, minimizar la posibilidad del fallo humano —seguridad—, lo que
a su vez redunda en la obtencion de rendimientos mayores —eficiencia— de
radiofarmacos de calidad asegurada y constante, todo lo cual facilita el cumplimiento de
las buenas préacticas de laboratorio y las buenas précticas radiofarmacéuticas y por lo
tanto el funcionamiento de la unidad de acuerdo a un sistema global de aseguramiento y
control de calidad.

La automatizacion o la robotizacion puede incluir diversos procesos, tales como
sintesis, purificacion del compuesto, control de calidad, preparacién de monodosis listas
para la administracion, administracién de dosis al paciente...

Las ventajas de la automatizacién son evidentes, y s6lo tiene un inconveniente
fundamental: su elevado costo. Por ello cuando se disefia un laboratorio de sintesis de
radiofarmacos PET debe considerarse el objetivo global del centro en el que la unidad
PET esta encuadrada: si se trata de un centro fundamentalmente clinico dedicado casi
exclusivamente a estudios de **FDG, un centro clinico con capacidad de utilizar
radiofarmacos marcados con otros is6topos distintos del ‘®F, un centro de investigacién
de nuevos radiotrazadores e incluso un centro dedicado exclusivamente a la produccion
centralizada de radiofarmacos PET (**FDG) para su distribucién a centros satélites
equipados con tomocamaras adecuadas. La inversion sera diferente en cada caso,
condicionando el tipo de centro no solo qué se automatiza, sino también cémo se lleva a
cabo la automatizacion.



La automatizacion y los problemas anteriormente referidos relativos a la sintesis de
radiofarmacos PET, basicamente el del reducido periodo de semi-desintegracion de los
is6topos utilizados, hace muy necesaria la existencia de una coordinacién muy precisa
entre el personal encargado de la preparacion de los radiofarmacos y el encargado de la
administracion de las dosis y la adquisicion de las imégenes. Deben por tanto
programarse cuidadosamente las exploraciones que se llevan a cabo, lo que en definitiva
afectard a la programacién de la produccion de isotopos en el ciclotrén y a la sintesis de
radio-farmacos.

Punto clave 7

La automatizacién puede incluir diversos procesos, tales como sintesis, purificacion del
radiofarmaco, control de calidad, preparacion de monodosis listas para la
administracion, administracion de dosis al paciente...

Esquema general de sintesis

La aproximacion a la sintesis quimica de un radio-fA&rmaco PET, teniendo en cuenta
todas las consideraciones anteriormente apuntadas, podria no obstante reducirse a un
esquema de sintesis que conceptualmente es muy sencillo (Fig. 1):

» Se debe disponer de un compuesto (precursor frio) adecuado que tenga tres
caracteristicas basicas: un centro reactivo sobre el que se produzca el ataque del
is6topo emisor de positrones durante la sintesis, en el que los grupos que no deben
reaccionar estén protegidos con algin sustituyente adecuado, y que tenga los
carbonos asimétricos en la configuracion adecuada y que ésta no se altere en el
transcurso de la reaccion.

 El radionucleido (o una forma quimica reactiva derivada de éste) reacciona con el
precursor frio, atacando el centro reactivo e incorporandose a la molécula.

» Una vez producida la reaccion de incorporacion del radionucleido, deben eliminarse
los grupos protectores, para de esta forma obtener ya el producto deseado.

» Puesto que las reacciones quimicas no transcurren con una eficiencia del 100%,
siempre tendremos en la mezcla de reaccion productos secundarios, por lo que el
paso final de la sintesis consistira en la purificacion del compuesto y su formulacion
como solucion inyectable.

Si bien la idea es muy sencilla, existen dificultades notables en cada uno de los pasos,
empezando por la dificultad para obtener el precursor adecuado, conseguir una reaccion
directa con pocos productos secundarios y en la que no se den alteraciones de la
configuracién de los centros quirales, lograr un sistema de purificacion que permita
separar eficientemente el producto final de otros productos secundarios o restos de
reactivos, y finalmente, que todo el proceso sea facilmente automatizable.

Radiofarmacos marcados con flior-18
El fldor-18 es sin duda el radionucleido que cuantitativamente mas se utiliza en

tomografia de emision de positrones. No obstante, este hecho se debe casi
exclusivamente a la utilizacién de la **FDG, el radiofarmaco que ha posibilitado el salto




del PET del ambito de la investigacion a la aplicacion clinica diaria con gran impacto en
el manejo del paciente’®"”.

Por otra parte, es sorprendente que con la excepcién de la **FDG y en cierta medida de
la ®FDOPA, la utilizacion de otros radiofarmacos PET marcados con flGior-18 sea muy
escasa’®, a pesar de que las caracteristicas nucleares y quimicas de este radioisétopo son
excelentes:

— Puede producirse en cantidades de hasta varios curios sin dificultad (en el caso del
8E_ no asf en el del **F, para cuya produccién existen dificultades importantes que
hacen muy dificil la produccion rutinaria de actividades elevadas).

— Su energia de emision del positron es de tan solo 0,64 MeV (la menor de todos
los emisores de positrones con aplicacion en PET), lo que conlleva diversas ventajas:

« La dosis recibida por el paciente sera menor que en los casos en que la energia de
emision del positron sea mayor; dado que la energia depositada hasta la aniquilacion
sera menor en el caso del *®F, la dosis absorbida sera también inferior.

« La distancia recorrida por el positron hasta su aniquilacion seré asimismo reducida,
lo que permitird obtener imagenes con mayor resolucion porque la incertidumbre
entre el punto de desintegracion del radionucleido y de aniquilacién del positrén sera
menor.

— En la desintegracion del *®F no se emiten rayos gamma que puedan interferir la
deteccion de los fotones de aniquilacion, ni particulas (B, o) que puedan suponer un
incremento en la dosis recibida por el paciente.

— Su periodo de semidesintegracion (109,8 minutos) permite:
« Llevar a cabo sintesis complejas.

« Aplicar protocolos de estudio mediante PET que se prolonguen varias horas, lo que
facilita la realizacion de estudios de farmacocinética (estudios dinamicos) y analisis
de metabolitos.

« El transporte de radiofarmacos marcados con fllor-18 a centros satélite u hospitales
que dispongan de un tomégrafo PET o una gammacamara de coincidencia.

En cuanto a la presencia del fltor en las moléculas bioldgicas, hay que tener en cuenta
gue no es un atomo frecuente; sin embargo, muchos farmacos contienen fluor, ya que la
introduccion de este elemento en la estructura de una molécula pequefia lleva por lo
general a una prolongacion de la vida media de ésta en el organismo porque se dificulta
su metabolizacion mediante reacciones de hidroxilacion o conjugacion, ya que el enlace
C-F es mas fuerte que el C-H, lo que lo hace mas estable in vivo. Por otra parte, el
atomo de fldor y el de hidrégeno tienen un radio muy similar (ligeramente mayor el
primero), por lo que el cambio de H por F no conlleva habitualmente modificaciones
sustanciales en la estructura molecular por impedimentos estericos. La
electronegatividad del atomo de fltor es bien distinta de la del H (4,0 frente a 2,1), por
lo que la presencia del F si que va a afectar sustancialmente a muchas de las
propiedades fisicogquimicas de la molécula en cuestion: efecto sobre los pKa de grupos



cercanos, reactividad, posibilidad de formar puentes de hidrégeno (con todo lo que esto
conlleva), etc.

La introduccion de un atomo de fluor aumenta generalmente la lipofilicidad del
compuesto, por lo que la repercusion en la biodistribucion del radiotrazador va a ser
notable, especialmente en lo que a la incorporacion cerebral respecta.

Punto clave 8

El fltior-18 es el radionucleido més utilizado en PET, pero con la excepcion de la **FDG
y en cierta medida de la *FDOPA, la utilizacién de otros radiofarmacos marcados con
fllor-18 es muy escasa a pesar de que las caracteristicas nucleares y quimicas de este
radioisotopo son excelentes.

No es por lo tanto posible asumir que el comportamiento bioldgico de una molécula y
de su andlogo fluorado vaya a ser similar, ya que es previsible que se altere su
biodistribucién, union a proteinas, afinidad por receptores y/o transportadores
especificos, metabolizacion, etc. Sin embargo, en muchos casos estas modificaciones
son beneficiosas desde el punto de vista de la utilizacion del analogo fluorado como
radiofarmaco PET, dado que el cambio de H por F, que es probablemente la forma mas
sencilla de disefiar un nuevo radiofarmaco fluorado, con frecuencia lleva a la
produccién de un compuesto que se comporta como un antimetabolito, sufre
atrapamiento metabdlico y por lo tanto presenta una farmacocinética que puede
asimilarse a un modelo matematico sencillo que permita la cuantificacion.

El fldor-18 puede obtenerse en dos formas quimicas diferentes: ion fluoruro y fltor
molecular, que poseen caracteristicas quimicas bien distintas y que van a utilizarse para
la sintesis de radiofarmacos fluorados mediante estrategias de sintesis diferentes.

Sustitucion nucleofilica. Sintesis de ** FDG

La utilizacion de '®F permite llevar a cabo reacciones de sustitucién nucleofilica. El
ejemplo més caracteristico es sin duda la sintesis de **FDG.

El método mas usado es la sustitucion nucleofilica del triflato de manosa (1, 3, 4, 6-
tetra-O-acetil-2-O-trifluorometanosulfonil-B-D-manopiranosa) con *F- promovido o
bien por el aminopoliéter Kryptofix 2.2.2” o bien por carbonato de tetrabutil-amonio
(TBA)®*®®, En ambos casos, la hidrélisis —acida o béasica— del producto fluorado,
seguida de la purificacion de la ®FDO mediante extraccién en fase sélida, produce
finalmente ®FDG epiméricamente pura. A continuacion se describen brevemente cada
uno de los pasos de la sintesis.

« Separacion del *®F-, recuperacion del H,™0 y elucién del **F. EI *8F se separa del
H,*®0 mediante una resina de intercambio fénico. Cuando el material del blanco
(*®F- en H,'®0) pasa a través de la resina, el fluoruro queda retenido en la misma.
Una vez recuperada el H,™®0, se eluye la resina con una solucién que libere el ¥F
para su utilizacién en la reaccion de sustitucion.

« Reaccion con el precursor e hidrdlisis. Para solventar el problema de la
solubilizacién del fluoruro en un medio no acuoso y que a su vez mantenga al **F




en una forma altamente reactiva, se utiliza uno de los catalizadores de transferencia
de fase mencionados (Kryptofix 2.2.2 o TBA). La utilizacion de la forma
carbonatada del catalizador se debe a la escasa nucleofilia del anion, por lo que no
interferira en la reaccién de sustitucion nucleofilica compitiendo con el **F". Puesto
que la reaccion debe desarrollarse en medio anhidro (la elevada electronegatividad
del ion fluoruro hace que en un medio acuoso este fuertemente solvatado), se utiliza
como disolvente acetonitrilo seco. Para la sintesis de "*FDG se utiliza un derivado
en el que el ataque nucleofilico del '®F se produce sobre un grupo
trifluorometanosulfonato (triflato). El é&cido trifluorometanosulfénico y sus
derivados se usan profusamente en sintesis quimica, ya que es uno de los &cidos
organicos monoproticos mas fuertes que se conocen, y en consecuencia el anion
trifluorometanosulfonato es un excelente grupo saliente. En el proceso de sintesis
de ®FDG mediante sustitucién nucleofilica, la utilizacién del triflato de manosa
como precursor permite una sintesis muy rapida, en condiciones suaves y con
escasas 0 nulas reacciones colaterales. La incorporacion del *°F tiene lugar
unicamente en el carbono 2 del precursor, porque los otros carbonos estan
protegidos por grupos acetilo. Dichos grupos deben eliminarse para obtener el
producto final marcado, lo que se lleva a cabo mediante hidrdlisis acida con HCI o
bien mediante hidrolisis basica con NaOH.

* Purificacion y formulacion. Los productos colaterales de la reaccion (tales como los
grupos acetato, el *8F no reaccionado, subproductos parcialmente acetilados...)
deben eliminarse, lo que se lleva a cabo mediante varios cartuchos de extraccién en
fase sélida. El producto final (**FDG) se hace isoténico con NaCl concentrado y se
esteriliza a través de un filtro de 0,22 um antes de su administracion.

Punto clave 9
Pasos de la sintesis de 18FDG:

. Separacion del ®F y recuperacion del H,™0.
. Reaccion con el precursor (triflato de manosa).
. Hidrolisis de los grupos protectores.

. Purificacion (SPE) y formulacion.

Sustitucion electrofilica con [**F]F,. Sintesis de **FDOPA

Para la sintesis de radiofarmacos fluorados mediante sustitucion electrofilica se utiliza
18F en forma de *8F, (gas), cuya produccién en elevadas cantidades es muy complicada
como se ha comentado anteriormente. Ademas, la utilizacién *®F, plantea problemas
adicionales, relacionados con la reactividad y toxicidad de esta forma quimica, por lo
que la sintesis de radiofarmacos PET mediante sustitucion electrofilica con *®F, se lleva
a cabo en pocos centros PET, a pesar de las enormes posibilidades que esta via de
sintesis nos abre.

En cuanto a la sintesis de **FDOPA, solo recientemente se ha sintetizado un precursor
que mediante una reaccion de fluorodesmetalacion permita obtener el radiofarmaco
enantioméricamente puro en un sistema automatizado®, ya que los procedimientos de
sintesis anteriores producian una mezcla de isémeros fluorados que complicaba la




obtencion del producto deseado puesto que se hacian imprescindibles complejos
sistemas de purificacion mediante HPLC quiral. A continuacion se describen
brevemente los pasos de la sintesis de **FDOPA.

. Produccién de ['®F]F, y captura en el médulo de sintesis. La obtencion de
[*8F]F, se lleva a cabo mediante el bombardeo con deuterones de una mezcla de *°F; al
0,5% en Nedn. La reaccién nuclear 2°Ne(d, «)'®F tiene una seccién eficaz muy reducida,
por lo que a las energias disponibles en un ciclotron de uso clinico la actividad de
saturacion del blanco, y por lo tanto la cantidad de [**F]F, producido, sera pequefia. El
[*8F]F, se atrapa en triclorofluorometano (enfriado a —20 °C con nitrégeno liquido) en
el que se ha disuelto previamente el precursor (4,5-di [(1,1- dimetiletoxicarbonil)oxi]-N-
formil-2-trimetilestannil-L-fenil—alanina etil éster).

. Reaccion con el precursor e hidrolisis de los grupos protectores. La reaccion de
sustitucion electrofilica se produce al aumentar la temperatura. El 4tomo de °F
sustituye en el anillo aromatico a un grupo -Sn(CHs)s, tras lo cual se produce la
hidrélisis con &cido bromhidrico de los grupos protectores de otros carbonos no
implicados en la reaccién. La solucion resultante se neutraliza con NH3 y se ajusta el pH
a un valor proximo a 4 con un tampén fosfato adecuado.

. Purificacion y formulacion. La solucion tamponada obtenida se purifica
mediante radio-HPLC preparativa, consiguiéndose la separacién de la *FDOPA de
otros productos secundarios (basicamente dopa) y se esteriliza por filtracion a través de
un filtro de 0,22 pm.

Punto clave 10
Pasos de la sintesis de )FDOPA:

. Captura del *®F, en Jirén.

. Reaccion con el precursor

. Hidrdlisis de los grupos protectores.
. Purificacion (HPLC) y formulacion.

RADIOFARMACOS MARCADOS CON CARBONO-11

El carbono-11 es un radionucleido emisor de positrones caracterizado por un periodo de
semidesintegracion de tan s6lo 20,4 minutos. La posibilidad de sustituir el carbono
presente en la practica totalidad de las moléculas bioldgicas por un isétopo emisor de
positrones, permite obtener compuestos marcados con unas propiedades (quimicas,
farmacologicas...) exactamente iguales a la molécula sin marcar. El reducido periodo de
semidesintegracion del **C hace que la aplicacion de este isotopo en estudios in vivo en
humanos no suponga una dosis de radiacion de importancia para el sujeto, y que ademas
se puedan llevar a cabo estudios repetitivos en un mismo individuo en un corto intervalo
de tiempo. Los compuestos marcados con 'C deben sintetizarse justo antes de su
utilizacion, lo que requiere en primer lugar la produccion del radionucleido en un
ciclotron situado en el propio centro donde se lleve a cabo el estudio.




El 'C decae mediante la emisién de un positrén con una energia maxima de 960 KeV,
un valor que hace que la distancia recorrida por el positrén hasta su aniquilacién con un
electron sea pequefia.

Precursores primarios

La reaccién més habitual de obtencién del *C es *N(p, «)*'C sobre un blanco de
nitrogeno natural con una pequefia cantidad de O,. El carbono-11 se obtiene en forma
de *CO,, una forma quimica muy poco reactiva, por lo que es necesario transformar
esta molécula en un precursor primario adecuado que sea reactivo y que permita la
incorporacion del carbono inorganico a una molécula organica.

El yoduro de metilo (*CHsl) es hasta la fecha el precursor primario mas ampliamente
utilizado para el marcaje con carbono-11, debido a su versatilidad en las reacciones de
metilacion, preferentemente para formar enlaces N-*CHs, S-"'CHs;, y O-''CHs. El
desarrollo de nuevos precursores mas reactivos (como p. ej. el triflato de metilo) esta
desplazando en los ultimos afios al yoduro de metilo como precursor. A pesar de todo,
la investigacion de nuevas técnicas de marcaje en las que se desarrollen las propiedades
electrofilicas del yoduro de metilo frente a los carbaniones podria en un futuro cercano
ampliar el abanico de reacciones en las que esta molécula se puede utilizar como
precursor.

La forma més habitual de preparar el **CHsl es mediante la reaccién del **C-metanol
con écido yodhidrico concentrado, aunque existen métodos de produccion del **CHsl en
fase gaseosa con los que se obtienen rendimientos superiores, pero que requieren un
equipamiento adicional complejo.

Sintesis de L-[metil-""C]metionina

Como ejemplo de la sintesis de un radiofarmaco PET marcado con carbono-11, vamos a
describir brevemente la de la L-[metil-**C]metionina, quiza el radiofarmaco PET
marcado con *'C més utilizado.

El *'C, obtenido en forma de *CO, en el blanco mediante la reaccion *N(p, a)**C, se
hace pasar por una trampa de frio mantenida a -150 °C con nitrégeno liquido, con lo que
se puede condensar una gran cantidad de **CO, en un volumen muy pequefio. Una vez
conseguida la cantidad adecuada de 'CO, en la trampa de frio, se incrementa la
temperatura y se transfiere el **CO, liberado hasta el primer recipiente de reaccion,
donde se produce la reduccién con tetrahidruro de litio y aluminio en tetrahidrofurano.
La adicion de acido yodhidrico produce [*'C]yoduro de metilo, que se destila a un
segundo reactor donde se produce la reaccién de metilacién del precursor, en este caso
la lactona de L-homoserina —que ya tiene el centro quiral en la configuracion adecuada
para producir unicamente el isomero L de la metionina—, en un medio hidroalcohélico
fuertemente basico.

Tras la reaccion de metilacion, se neutraliza la solucién con un tampén fosfato y se
inyecta la solucidn resultante en un sistema de HPLC preparativa provisto de detectores
de UV vy de radiactividad, se recoge la fraccion que contiene el compuesto deseado y se
procede a la formulacion del radiotrazador como una solucidn isotdnica estéril.



Punto clave 11
Pasos de la sintesis de L-[Metil-**C]metionina:
. Captura del *'CO,.

. Produccién del precursor primario (*CHsl).
. Reaccion con el precursor (tiolactona de L-homoserina).
. Purificacion (HPLC) y formulacion.

RADIOFARMACOS MARCADOS CON OXIGENO-15

El O es un radionucleido emisor de positrones caracterizado por un periodo de
semidesintegracion de tan sélo 2,05 minutos, por lo que su aplicacion fundamental se
basa en la posibilidad de Ilevar a cabo maltiples estudios repetidos en un mismo sujeto
dejando transcurrir entre cada estudio tiempos tan cortos como 16-20 minutos.

La energfa de emision del positron es en el caso del O de 1.720 KeV (casi tres veces
superior a la del *F), lo que im?Iica que las imégenes obtenidas en estudios con
radiofarmacos PET marcados con *°O van a tener necesariamente una resolucion peor
que las obtenidas con radiofarmacos fluorados.

Debido al reducido periodo de semidesintegracion de este radionucleido, la sintesis de
radiofarmacos complejos es imposible. De hecho los Unicos radiofarmacos PET
marcados con O que se utilizan son compuestos sencillos, tales como monéxido de
carbono®, di6xido de carbono®*, butanol® o agua®, con aplicacién en estudios del
metabolismo del oxigeno y del flujo sanguineo.

Gases marcados con oxigeno-15: **0, C**0,, y 0,

La produccion de gases marcados con oxigeno-15 para su utilizacion como
radiofarmacos PET puede llevarse a cabo directamente en el blanco (lo que en
ocasiones puede presentar diversos problemas quimicos) o mas frecuentemente,
mediante la produccién de O, y su posterior conversién a los gases carbonados
referidos mediante reacciones en linea con distintos catalizadores. El producto de la
reaccion se dirige directamente al paciente para su administracion en forma gaseosa. En
estos casos es extremadamente importante el control del proceso de produccion, puesto
que se estan manejando gases potencialmente toxicos para el paciente. Asimismo, es
complicado controlar con precisién la dosis del compuesto radiactivo administrada al
paciente (incluso incluyendo un activimetro en la linea de administracion), lo que junto
con otra serie de dificultades técnicas —como p. ej. la emision de gases radiactivos—
hace que los gases marcados con oxiaeno-15 se utilicen en pocos centros.

*0-agua

La produccion de O-agua es muy sencilla, puesto que se reduce a la obtencion de
vapor de agua mediante la reaccion del oxigeno radiactivo —que viene del blanco en
forma de *°0,— con hidrégeno gaseoso en un horno a 150 °C. La reaccién se favorece




mediante un catalizador metalico tal como el paladio. El vapor de *O-agua se condensa
haciéndolo burbujear en un vial con suero salino fisiolégico a temperatura ambiente.

Como caracteristica diferencial de este sistema de obtencion de agua marcada debe
destacarse que en este caso el blanco no es una cavidad cerrada, sino que en él existe un
flujo de gas que se va dirigiendo continuamente al laboratorio a medida que es
bombardeado. Pueden de este modo obtenerse varios lotes del producto en muy poco
tiempo, lo que es fundamental para la realizacién de estudios de activacion cerebral
utilizando este radiofarmaco.
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Sintesis de *0-agua.

Produccién de O, en continuo.

Reaccion con H; a 150 °C catalizada por paladio.
Condensacién del vapor de *O-agua en suero salino.

RADIOFARMACOS MARCADOS CON NITROGENO-13

Los radiofarmacos PET marcados con nitrogeno-13 se limitan casi exclusivamente al
amoniaco (**NHs). La posibilidad de incorporar **N a moléculas organicas, tales como
aminoéacidos, que pudieran ser utilizadas en el diagndstico de diversas patologias (como
los analogos marcados con 'C) tras su administracién en humanos, es practicamente
inviable por varios factores: en primer lugar, el periodo de semidesintegracion del *N
es de tan solo 9,97 minutos, lo que impide llevar a cabo sintesis largas; en segundo
lugar la incorporacion de un atomo de nitrégeno a una molécula organica no es
demasiado sencilla si se quiere obtener un producto puro; finalmente, debe considerarse
que aunque en ocasiones se han llevado a cabo sintesis enzimaticas de algunos
aminoécidos —utilizando enzimas adsorbidas en una columna— es casi imposible
obtener en un tiempo razonable el compuesto marcado libre completamente de restos de
proteina proveniente de la columna, por lo que su administracién en humanos ha sido
muy cuestionada.

Sintesis de **N-amoniaco

Para la produccion de este radiotrazador existen dos métodos diferentes mediante el
bombardeo de H,'®0 con protones: la reduccién de los 6xidos de nitrégeno obtenidos y
la produccién en el blanco. Existen ademas sistemas de obtencién de **N mediante
bombardeo de carbono-13 con protones de baja energia.

En el primer método (el méas ampliamente utilizado), el **NH,* puede obtenerse o bien
directamente en el blanco®’, o bien mediante reduccién de los 6xidos de nitrégeno
formados tras el bombardeo. Si se aflade una pequefia cantidad de etanol al agua que va
a ser bombardeada, el alcohol actda como scavenger de los radicales libres producidos y
posibilita la obtencién directa de **NH, en el blanco, ya que se produce la reduccién in
situ de los dxidos de nitrogeno generados. No obstante, es recomendable retener el
catién radiactivo en una resina de intercambio cationico, que es posteriormente eluida
con una solucién isoténica para la obtencién de la solucién inyectable de **N-amoniaco.




Sin embargo, si no se coloca en el blanco el mencionado scavenger, tras el bombardeo
se transfiere el material irradiado a un reactor que contiene un agente reductor en medio
alcalino, de tal modo que los nitratos y nitritos producidos pueden reducirse para
obtener *NH,. Los medios reductores més empleados son el cloruro de titanio (l11), el
hidréxido de titanio (111) o la aleacion de DeVarda en solucion acuosa de hidréxido
sodico. El *NH; asi obtenido se destila y es atrapado en una solucién ligeramente cida
en forma de *NH,.

GARANTIA Y CONTROL DE CALIDAD

El reducido periodo de semidesintegracion de los radiofarmacos PET les dota de unas
caracteristicas excepcionales, fundamentalmente en lo que se refiere a la necesidad de
sintesis rapidas y eficientes, que tienen lugar justo antes de la administracion (excepto
en algunos casos para los productos marcados con ‘®F), y en los que cada lote se usa
para una sola administracion (con excepcion una vez méas de algunos radiofarmacos
marcados con *8F). En muchos casos, la realizacién de un control de calidad exhaustivo
en cada lote no es posible, 0 muchos de los controles s6lo podran estar terminados una
vez que el radiofarmaco haya sido administrado al paciente. Estos factores hacen que la
validacién del proceso de sintesis de los radiofarmacos PET sea crucial para la
obtencion de compuestos con la calidad y pureza requeridas, por lo que debe
desarrollarse un sistema de gestién de calidad que incluya no sélo los controles de
calidad analiticos en el producto terminado, sino también un programa de garantia de
calidad que permita controlar todo el proceso de preparacion del radiofarmaco,
especialmente en lo que se refiere al sistema automatizado empleado para la sintesis.

La garantia de calidad es un concepto muy amplio que se refiere a todos los temas que
afectan, individual o colectivamente, a la calidad de un producto, y que consiste en la
suma total de las actividades organizadas con el objetivo de garantizar que los
medicamentos posean la calidad requerida para el uso previsto®. La garantia de calidad
incluye cinco aspectos esenciales®:

e Las normas de correcta fabricacion.
» Las buenas practicas de laboratorio.
e El sistema de control de calidad.

«  El sistema de documentacion.

« Laautoinspeccion.

Las normas de conecta fabricacion son la parte de la garantia de calidad que garantiza
que los productos se producen de forma homogénea y se controlan para conseguir los
niveles de calidad adecuados. Estas normas se refieren tanto a la produccion como al
control de calidad.
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La garantia de calidad es un concepto muy amplio que se refiere a todos los temas que
afectan, individual o colectivamente, a la calidad de un producto, y que consiste en la
suma total de las actividades organizadas con el objetivo de garantizar que los
medicamentos posean la calidad requerida para el uso previsto.




Normas generales

Para la preparacion y manipulacion de radiofd&rmacos deberd implantarse en las
Unidades de Radiofarmacia un sistema de garantia de calidad que asegure que los
radiofdrmacos PET poseen la calidad requerida para el uso previsto, y por tanto que se
elaboran y controlan segln las normas de correcta elaboracion y control de calidad de
medicamentos radiofarmacos en las que se describen las condiciones que deben reunir
las materias primas, los locales, el utillaje, la documentacion, el personal, la
elaboracion, la dispensacién, y en suma todos los procesos o factores que afecten al
resultado final, tanto desde el punto de vista material como humano.

El sistema de garantia de calidad debe asegurar que los radiofarmacos se disefian y
desarrollan teniendo en cuenta las normas de protecciéon radioldgica, las normas de
correcta fabricacion y las buenas practicas de laboratorio; que la produccion, el control
y las responsabilidades del personal estan especificadas claramente; que se realizan
todos los controles necesarios durante los procesos y la validacion del método, tanto en
cuanto a la calidad de los materiales como a la idoneidad y estado del equipamiento;
que se certifica la calidad de cada lote; que todo el proceso se documenta
adecuadamente y que existe un procedimiento interno de auditoria de la calidad para la
evaluacion de la efectividad y aplicabilidad del sistema de garantia de calidad.

Controles de calidad

El control de calidad puede definirse como la parte de las normas de correcta
fabricacion relacionada con el muestreo, especificaciones, ensayos, y con la
organizacion de la documentacion que asegura que la calidad del producto ha sido
juzgada como satisfactoria.

Los controles de calidad a efectuar a los radiofarmacos PET en cada lote podrén en
ocasiones finalizar después de la administracion al paciente. En el caso de los
radiofarmacos PET existe disparidad de criterios sobre qué debe considerarse un lote:
para los radiofarmacos marcados con un radionucleido con un periodo de
semidesintegracion menor de 20 minutos, puede considerarse un lote a todas las
preparaciones de ese radiofarmaco llevadas a cabo en un mismo dia, mientras que para
los radiofarmacos marcados con radionucleidos con periodo de semidesintegracion
superior a 20 minutos, cada sintesis corresponde a un lote distinto®.

Para aquellos radiofarmacos PET que cuentan con monografia en la Real Farmacopea
Espafiola, se debera cumplir lo especificado en la misma; en su defecto se debera
emplear la Farmacopea Europea, cualquiera de las farmacopeas de los estados
miembros de la Unidn Europea, la Farmacopea Americana, u otros textos cientificos de
reconocido prestigio.

Como norma general, los controles de calidad que deberan llevarse a cabo en cada lote
para los radiofarmacos PET son:

e pH.

« Inspeccion visual (presencia de particulas, color...).



o Pureza radioquimica: para calcularla es necesario separar las diferentes especies
quimicas que contienen el radionucleido de interés para poder estimar el porcentaje
de radiactividad asociado a la forma quimica del radiofarmaco. Los métodos mas
empleados son la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la
cromatografia en capa fina (TLC), aunque debido a la mayor sensibilidad de la
primera para la deteccién y cuantificacion de cantidades muy pequefias, es la mas
utilizada en radiofarmacia PET.

e Pureza quimica: permite identificar y cuantificar las sustancias no radiactivas
presentes en la muestra (restos de los materiales de partida y reactivos empleados...);
se emplean habitualmente sistemas cromatograficos (HPLC y TLC).

o Pureza radionucleidica: el método mas ampliamente utilizado es la espectrometria
gamma, aunque no es un método completamente fiable por varios motivos. En
primer lugar, es dificil detectar impurezas emisoras de particulas alfa o beta; en
segundo lugar, cuando se emplean detectores de yoduro sodico no es posible
identificar con claridad los picos correspondientes a impurezas emisoras gamma
sobre el espectro del radionucleido principal; y finalmente, los espectros gamma de
muchos emisores de positrones son indistinguibles con el equipamiento utilizado
habitualmente, ya que Gnicamente se identifica un pico principal a 511 KeV (y en
ocasiones un pico secundario a 1.022 KeV en funcion de la geometria del detector).
Por ello es importante en los radiofarmacos emisores de positrones determinar
ademas el periodo de semidesintegracion de la muestra, lo que nos permite tener una
aproximacion bastante certera de la identidad radionucleidica.

o Actividad especifica

o Presencia de disolventes residuales: en el caso de que pudieran aparecer, debera
determinarse su cantidad, generalmente mediante cromatografia de gases, vy
comprobar que no se superan los limites establecidos en la legislacién vigente®.

o Test de endotoxinas (valor limite).
o Esterilidad.

La frecuencia de los ensayos limite de endotoxinas y de esterilidad podra modificarse y
adaptarla a una periodicidad distinta a la de cada lote, en el caso de que después de una
documentacién exhaustiva se obtengan siempre resultados negativos™.

Certificacidn prospectiva de la calidad

El sistema global de garantia de calidad en la produccién de radiofarmacos PET tiene
como objetivo principal la certificacion prospectiva de la calidad y pureza de cada lote.
Solo es posible garantizar la calidad de un medicamento mediante un sistema de
garantia de calidad disefiado adecuadamente, correctamente implantado, que comprenda
un sistema de documentacion completo y bien organizado, en el que las operaciones son
llevadas a cabo por personal cualificado que disponga de los medios e instalaciones
adecuados, y todo ello monitorizado con los necesarios controles antes, durante y
después de la produccion.



Las singulares caracteristicas de los radiofarmacos PET y la necesidad de tomar la
decision de liberar un lote antes de haber finalizado muchos de los controles de calidad
necesarios, hacen de la consecucion del objetivo global de calidad en la preparacion de
radiofarmacos PET una necesidad ineludible para asegurar que son adecuados para el
uso previsto, seguros y efectivos y que por lo tanto permiten la obtencion de datos
diagnosticos de la méaxima fiabilidad.
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El sistema global de garantia de calidad en la produccién de radiofarmacos PET tiene
como objetivo principal la certificacion prospectiva de la calidad y pureza de cada lote.

LA PET EN LA INVESTIGACION Y DESARROLLO DE NUEVOS
FARMACOS

Existen campos de la investigacion biomédica en el desarrollo de nuevos farmacos en
los que la valoracion de los resultados es muy compleja y costosa; podrian citarse como
ejemplo paradigmatico las enfermedades cerebrales crénicas, en las que es necesario el
estudio de un gran nimero de pacientes y periodos de observacion muy prolongados,
con la inversion que ello conlleva, para poder obtener conclusiones cientificamente
validables. En estos casos, para las empresas farmacéuticas la decision de comenzar
ensayos clinicos a gran escala debe fundamentarse en evidencias suficientes para casi
asegurar el éxito de la inversion, por lo que son necesarios muchos estudios previos in
vitro y en animales de experimentacion que no solo prolongan la investigacion durante
mucho tiempo, sino que ademas tienen un costo muy notable. La tomografia de emision
de positrones constituye en este sentido una técnica con un incalculable valor
afiadido®®® ya que es el Gnico método que permite obtener datos cuantificables
objetivamente sobre variables fisiologicas o patoldgicas relacionadas con la gravedad,
evolucidn y prondstico de dichos trastornos.

Esta tecnologia abre por lo tanto una nueva era en la investigacion farmacéutica y
biolégica en mdltiples campos®*®; sin embargo, para que la aplicacién de la imagen
metabolica en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos tenga utilidad, debe
aplicarse un método en el que estén perfectamente definidos diversos parametros que

van a afectar al resultado final.

Por otra parte, debe destacarse el desarrollo de los tomografos construidos para su
utilizacion con animales pequefios (microPET), que permiten la aplicacion de la
tecnologfa PET con una resolucién de pocos milimetros®®". Estos nuevos tomégrafos
han sido disefiados para la investigacion en animales de experimentacion como ratas y
ratones, lo que junto con la posibilidad de utilizar ratones quiméricos genéticamente
modificados, abre una nueva via a la investigacion en el campo de las ciencias
biomédicas que sin duda va a tener en los préximos afios gran impacto en la estrategia
de | + D de las empresas farmacéuticas™.

Dada la tasa actual de evolucion de la biologia molecular de los receptores del SNC, la
diferencia entre el numero de radiotrazadores disponibles y las drogas potenciales va
creciendo réapidamente®. Debemos por tanto insistir en que la utilidad de la tecnologia
PET en la busqueda de nuevos agentes terapeuticos descansa sin duda en la obtencion




de compuestos marcados, por lo que la potenciacion de la radioquimica y la
radiofarmacia van a ser puntos clave en el desarrollo de este apasionante campo.
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ALGUNOS RADIOFARMACOS EMISORES DE POSITRONES

Tabla T

Radiofdrmace Aplicacidn Ref. bibliogrificas
("Clacetato Metabolismo B-oxidative 100, 101, 102, 103
("C)earfentanil Receptores opidceos 104

("C)cocafna y andlogos Transportador de dopamina 105, 106, 107, 108, 109
("Cycolina Sintesis acetilcolina 110, i1
("Chdeprenilo Sustrato MAO-B 112
("C)flumazenil Receptores benzodiazepinicos 113, 114, 115
("C)harmina Sustrato MAO-A 116, 117
("C)hidroxiefedrina Innervacion miocdrdica 66, 118,119
("CYMDL- 100,907 Receptores serotonérgicos SHT:, 48
("Cymetilfenidato ‘Trensportador de dopamina 120, 121, 122
L-(metil-"Clmetionina Metabolismo aminodcidos 123, 124
('C)a=metil-L-tript6fano Sintesis serotonina 125, 126, 127
(HC)nicotina Receptores nicotinicos 128
N-("C)metilespiperona Receptores dopaminérgicos D, 129, 130
("C)NMPB Receptores muscarinicos 131

("C)palmitato Metabolismo B-oxidativo 132,133
("Chraciopride Receptores dopaminérgicos D, 134,135, 136
R-("Cyroliprum Fosfodiesterasa-4 (PDE4). 36

(""C)SCH 23390 o Receptores dopaminérgicos D, 137, 138, 139
("Cytimidina Proliferacién 35, 36, 37, 38, 39, 140
L-(1-"C)tirosina Metabolismo aminodcidos 141, 142, 143
("CYWAY 100635 Receptores serotonérgicos SHT, , 144, 145, 146, 147, 148
(“N)amoniaco Flujo sungufneo 75, 149, 150
(“OJagua Flujo sangufneo 86, 151, 152
("*O)butanol Flujo sangufneo 85,153

(O)co Pool vascular B3, 84

(HO)CO, Flujo sangufneo 151, 154

(4030, Consumo de oxfgeno 155
("F)fluoroestradiol Receplores estrogénicos 156, 157, 158
(""F)altansering Receptores serotondrgicos SHTa, 159, 160
("*F)epibatidina y anlogos Receptores nicotfnicos 161, 162
(“F)FDG Metabolismo glicfdico 9

("F)FHBG Expresidn génica 163, 164,
2-("F)fluoro-tirosina Metabolismo aminodcidos 42,44
3-("F)fluoro-e-metiltirosina Metabolismo aminodeidos 165, 45
NA{"F)fluoroetilespiperona Receptores Dy; Expresion génica 166, 167, 168, 169
G-(“F)FDOPA Metabolismo dopaminérgico 170, 171, 172
6-(“F)fluoro-L-m-tirosina AAAD 173, 174
("F)fluoromisonidazol Hipoxia tumoral/isquemia 175,176, 177
(**F)fluorouracilo Evaluacion terapia antitumoral 178, 179
("*F)fluoruro Metabolismo dseo 180
("F)Fluoxctina Recaptacidn serolonina 181
("F)FP-TZTP Receptores mhuscarfnicos 51,182
("F)FTHA Metabolismo beta oxidativo 15, 34
(*¥F)haloteno Biodistribucion anestésico 183
(“*F)iluorotimidina Proliferacion 11, 12

Al margen de unos pocos radiofdrmacos utilizados como sustratos metabdlicos (*FDG, !'C-metionina, "'C-palmitato, “F-fluorotimidina...) y
otros empleados para el estudio del flujo sangufmeo regional ("N-amonfaco, *O-agua...), la mayorfa de los radiofirmacos se han desarrollado
como ligandos de procesos de neurotransmisién.



Figura 1. Esquema general de reaccion para la sintesis de radiofarmacos PET. El
precursor (A) cuenta con grupos protectores (o) y un grupo saliente (A) que puede
considerarse el centro reactivo. En la reaccion de incorporacion del radionucleido (1)
éste, 0 una forma reactiva del mismo (m) reacciona con el precursor uniéndose a él
covalentemente, produciéndose la eliminacién del grupo saliente. Se obtiene de este
modo un producto intermedio (B) que es sometido a una reaccion de desproteccion (2)
para eliminar los grupos protectores y obtener de esta forma el producto final (C), que
debe a continuacion ser purificado para separarlo de los restos del precursor y el
radionucleido sin reacciona; los productos intermedios y restos de otros subproductos de
la reaccion.



