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SINTESIS

Con el prop6sito evaluar dos metodologias para el radiomarcaje de ciprofloxacina con *"Tc y
optimizar un radiofarmaco seguro y eficiente para el diagnéstico gammagrafico de inflamaciones
sépticas, se evaluaron dos variantes, en las cuales se incluyen aspectos novedosos en el proceso
de sintesis de los radiocomplejos, una se baso en el radiomarcaje por via directa, a cuyo producto
final se le llamé F1 y la otra por via indirecta y a su producto 6ptimo se le llamé F2. Ambas
rindieron purezas radiofarmacéuticas superiores a 90%. F2 fue mas estable en solucién
inyectable, en suero humano y en soluciones de cisteina. Ambos radiofarmaco mostraron una
biodistribucion satisfactoria, con una acumulacién en érganos abdominales, significativamente
menor a la de los productos predecesores. La biocinética estuvo caracterizada por una rapida
depuracién sanguinea, lo que garantiza una satisfactoria relacion lesion/fondo en las imagenes.
Las dosis de radiacion absorbidas estuvieron dentro de los limites permisibles. La evaluacion de
la actividad bioldgica in vitro, mostré que F1 se unié eficientemente a bacterias vivas, mientras
que F2 no; lo que se pudo corroborar en los modelos de infecciéon in vivo. El estudio de
toxicologia aguda y la tolerancia local endovenosa se realizo solo a F1 como el agente mas
promisorio para los objetivos perseguidos, la evaluacién se realiz6 en ratones y se reportd que no
se apreciaron signos clinicos de toxicidad. Se optimizaron dos radiofdrmacos que reconocen
eficientemente inflamaciones musculares en modelos con ratas Wistar, pero solo F1 es titil para

diferenciar un proceso inflamatorio infectado de uno estéril.
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GLOSARIO DE TERMINOS

AcMo: Anticuerpo Monoclonal.

ADN: Acido dexoxiribonucleico.

AFS: Acido Formamidin Sulfénico.

ARCAL: Acuerdo Regional de Cooperacién para América Latina
C18: Columnas para cromatografia liquida de alta resolucion por fase reversa.
CENTIS: Centro de Isétopos.

CENPALAB: Centro de Produccion de Animales de Laboratorio.
CIC: Centro de Investigaciones Clinicas

DMF: Dimetil Formamina.

EDTA: Etilen Diamino Tetraacético.

FDG: Fluor Desoxi Glucosa. .

F1: Formulacion 1(Marcaje por via directa).

F2: Formulacion 2 (Marcaje por via indirecta).

Fab: Fragmento de anticuerpo.



¥Ga: Galio 67. Radioisétopo.

HATU: o-(7-azabenzotriazil)1-1, 1, 3, 4 tetrametiluronio hexafluorofosfato.
HMPAOQO: Hexa Metil p-Amino Oxima.

HYNIC: Hidracino Nicotinamida.

IgG: Inmunoglobulina G. Anticuerpo.

IMEFA: Industria Medico Farmacetitica.

"n: Indio 111. Radiois6topo.

kDa: Milésima parte de 1 Dalton. Unidad de peso de moléculas biolégicas.
MDP: Metilen Difosfonato.

Megabequerels: Un milon de becquerels (unidad de medida de sustancia radiactiva)
MIBI: Metoxi Isobutil Isonitrilo.

Milicurie: La milesima parte de un curie (unidad de medida de sustancia radiactiva)
OIEA: Organismo Internacional de la Energia Atomica.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PBS: Buffer Fosfato de Sédio.

PM: Peso Molecular.

RMN: Resonancia Magnética Nuclear. Técnica imagenologica.

PNT: Procedimiento Normalizativo de Trabajo.

PRN: Proyecto Ramal Nuclear.

Redox: Reduccién-Oxidaciéon. Reaccion quimica.

SIDA: Sindrome de Inmunodeficiencia Humana.

SnCl,: Cloruro de estafio. Molécula en forma de sal utilizada como reductor.
SnF,: Fluoruro de estafio II. Molécula en forma de sal utilizada como reductor.

TA: Temperatura ambiente.



TAC: Tomografia Axial Computarizada. Técnica imagenolégica.

TEC-DOC: Documento de normas técnicas dictado por el OIEA.

T1/2 B: Tiempo al cual es eliminado del cuerpo el 50% de la dosis total de un farmaco.
T1/2 F: Periodo de semi-desintegracion de un radioisétopo.

¥mTe: Tecnecio 99 metaestable. Radioisétopo.

UBI: Ubiquicidina. Peptido antimicrobiano.

UFC: Unidades formadoras de colonias.

Wikipedia: Enciclopedia libre (Internet).

VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana.



GLOSARIO DE ANGLICISMOS

ATCC: American Type Culture Collection (Metodologia para cultivo de células).

CRP: Coordinated Research Program (Programa de Investigacién Coordinado).

FMLP: n-Formyl Metyonil Leucocyl Phenylalanina.

HAMA: Human Antimouse Antigen (Antigeno humano antiraton).

HNE2: Neutrophil Enaste Inhibitor 2.

HPLC: High Precision Liquid Cromatography (cromatografia liquida de alta resolucion).
MIRD: Medical Internal Radiation Dose (Dosis medica de radiacion interna)

Nuclear Medicine: Medicina Nuclear.

Origing: Programa computarizado para tratamiento de graficos.

Pin hole: Tipo de colimador utilizado en camaras gamma para estudiar animales y

regiones pequefias.
Pixel: Unidad de area en que se divide la matriz de la imagen gammagrafica.

Radioimmunoscintigraphy: Técnica gammagrafica, basada en el uso de anticuerpos

radiomarcados.
Sep-Pak: Tipo de columna cromatografica.

Sopha Medical: Marca de una cAmara gamma.



SPECT: Single Photon Emition Computer Tomography.

Student Newman Keuls: Prueba estadistica para la comparaciéon de medias.
Test de student: Prueba estadistica para la comparacién de medias.
Technology: Tecnologia

Techniques: Técnicas

WBC: White Blood Cell.



Capitulo I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas provocan altas tasas de morbilidad y mortalidad en muchos
paises, pero especialmente en el tercer mundo. Pandemias como el virus de inmunodefi-
ciencia humana (VIH) siguen propagandose y diezmando poblaciones completas cada
afio. Se ha reportado que en el afio 2007 vivian en el mundo 33,2 millones de personas in-

fectadas con el VIH (World Health Statistic, 2008). Se advierte igualmente que las enfer-

medades infecciosas que mas inciden en el nimero de fallecidos a nivel mundial se man-
tendran como primeras causas de muerte hasta el 2030 y aunque habra una disminucién
de tal incidencia, las pre-estimaciones son alarmantes. En el periodo comprendido entre
el afio 2004 y el 2030 el nimero de muertes en todo el mundo por infecciones del sistema
respiratorio se estima que fluctien entre un 7 y un 3,8 %; por VIH entre un 3,5y 1,8 %;
por tuberculosis entre 2,5 y 1,0 %; las neonatales y otras entre 1,9 y 10% (Mathers CD,
2006; World Mortality Report 2007, World Health Statistic, 2008). Estos indicadores ra-

tifican que las mencionadas patologias, se van a mantener por varias décadas entre las
primeras causas de fallecimiento y limitaciones fisicas en la poblacién mundial. En Cuba,
la observacion de la incidencia de estas dolencias es un tema priorizado por el MINSAP
puesto que un nimero considerable de pacientes incapacitados fisicos, lo son, a causa de
enfermedades infecciosas, especialmente ortopédicas. Ademas entre 1995 y el 2007, el
1% del total de fallecimientos ocurrieron a causa de las referidas enfermedades (Anuario

Estadistico MINSAP, 2007).

Es conocido que para la localizacién anatomica de lesiones infectadas se emplean varias
técnicas imagenoldgicas, las mas utilizadas son: la Tomografia Axial Computarizada
(TAC) y la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), ambas poseen gran resolucion
espacial; sin embargo, no son capaces de localizar los abscesos hasta que no se produce
dafio anatomico en los tejidos. La gammagrafia, en este sentido, presenta grandes
ventajas, ya que permite el diagnostico temprano de la lesiéon, mucho antes de que
aparezca un dafio tisular; ademas, posibilita la realizacion de imagenes de cuerpo entero
cuando se precisa el estudio de un cuadro clinico con fiebre de origen desconocido o la

sospecha de lesiones infecciosas profundas (Britton KE, 1997).



En algunos casos, el diagnostico de un proceso infeccioso es obvio basado en la historia
clinica y el examen fisico del paciente, en otros es mas dificil debido a que son
asintomaticos o presentan sintomas inespecificos. El diagnéstico temprano de un proceso
inflamatorio infectado facilita la atencién terapéutica a tiempo y evita, por tanto, la
expansion de la enfermedad asi como las complicaciones posteriores. Es en este sentido
donde radica la principal utilidad de la medicina nuclear para la medicina interna. Antes
de comenzar el tratamiento el médico debe conocer si el proceso inflamatorio es
infeccioso y donde estd localizado para tratarlo y seguirlo evolutivamente con éxito

(Chianelli M, 1997).

Internacionalmente se han disefiado varios radiocompuestos para el diagndstico
gammagrafico de infecciones como son las células blancas de la sangre (leucocitos,
linfocitos, plaquetas); varios tipos de moléculas endégenas como anticuerpos, glutation,
liposomas, péptidos quimiotacticos y citoquinas; también han sido introducidos algunos
anticuerpos monoclonales y sus fragmentos producidos por ingenieria genética; varios
radiofarmacos como son los antibidticos, péptidos analogos de la somatostatina
sintéticos, todos radiomarcados con *™Tc o con '"'In entre otros que han sido explotados
en los dltimos afios; ademas del citrato de ¥Ga y algunos antibidticos radiomarcados con
Fluor 18 (*°F), elemento emisor de positrones (Chianelli, M 1997). No obstante, atin no
existe uno de eleccion, debido a que algunos presentan baja eficiencia diagnéstica, en lo
referente a la diferenciacién entre una inflamacién infectada de una estéril y otros
presentan una biodistribucion que limita la exploracion de regiones anatomicas en las que

su concentracion fisioldgica es significativamente alta (Chianelli M et al, 1997).

Lamentablemente, en la actualidad los servicios de medicina nuclear nacionales no
pueden realizar este tipo de diagnéstico debido, fundamentalmente, a que no disponen de
un radiofarmaco eficiente para ello. Dicha carencia se debe a los elevados precios de los
productos que brindan las firmas comerciales, a la inaccesibilidad al mercado mundial y a
la insuficiente infraestructura de los laboratorios de radiofarmacia para el radiomarcaje de
hemoderivados. En la mayoria de los casos se diagnostica una infeccion cuando ya existe
un deterioro anatémico importante, lo que irremediablemente complica la evolucion del

cuadro clinico. Una alternativa para ayudar a solucionar esta problematica radica en la



creacion de un radiofarmaco cubano, ya que se cuenta con la infraestructura humana y
tecnoldgica necesaria que favorece la incorporacion de una técnica gammagrafica para el
diagnostico de infecciones, que por demas resulte econémica y eficiente para el

diagnéstico especifico de esta patologia.

En los dltimos afios, la radiofarmacia ha ido incursionando persistentemente en la
btiisqueda de un radiofarmaco ideal para el diagnodstico de infecciones, ideando,
evaluando y desarrollando nuevos productos, lo que ha constituido uno de los retos
mayores para la especialidad y es un problema ain sin resolver. La seleccion del
radiofarmaco a utilizar depende de varios factores: costo, disponibilidad, experiencia,

situacion clinica y eficacia establecida (Pickhardt PJ, 1996).

La *"Tc-ciprofloxacina es uno de los radiofirmacos promisorios para el diagndstico
especifico de infecciones, aunque no estd exenta de desventajas (Britton KE, 1997). El
farmaco ciprofloxacina est4 disponible en nuestro sistema nacional de salud y se utiliza
como herramienta del manejo terapéutico, por ello se emprendi6 una investigacién
dirigida a optimizar una formulacién modificada para el radiomarcaje de dicho
antibiético con *™Tc siguiendo dos vias diferentes. Dicha investigacion ha sido disefiada
con el objetivo de resolver la carencia del radiofarmaco e introducir una alternativa de

produccion hospitalaria en aquellos centros que posean condiciones minimas para ello.

Dado que las enfermedades infecciosas presentan una alta incidencia en Cuba y que
nuestro pais ha alcanzado un desarrollo sobresaliente en la Medicina Nuclear, ésta se ha
convertido en una alternativa tecnolégica muy util para varias especialidades médicas,
constituyendo un problema cientifico la carencia de un radiofarmaco eficiente para
estudios de procesos infecciosos, lo cual requiere de la introducciéon de un producto que
posea la capacidad de acumularse en los abscesos de modo que permita la visualizacion
gammagrafica de los mismos, acorde a las tendencias mundiales en el diagnéstico clinico

avanzado.

Como via para solucionar el problema cientifico se formula la siguiente hipdtesis:



La ciprofloxacina radiomarcada con *™Tc, proporcionara un radiofdrmaco seguro y con
una biodistribucion en focos infecciosos, que hara posible la visualizacion de los mismos
con una mejor precision diagnostica, presentando ventajas con relacion a otros productos

para el diagndstico gammagrafico de las mencionadas patologias.

El andlisis de la aplicacién y trascendencia de los estudios que conforman esta tesis
revela que estos se enmarcan en una linea de investigacién priorizada en nuestro pais,

teniendo en cuenta que:
» La deteccion de una lesién infecciosa a tiempo evita la complicacién del paciente.

» Las enfermedades infecciosas estan entre las primeras causas de morbilidad y

mortalidad en nuestro pais.

» El desarrollo de los estudios que muestren la eficacia y seguridad de un
radiofarmaco nacional que contribuya al diagnostico de enfermedades infecciosas
en las primeras etapas de aparicion de la misma, revela una utilidad social y

ademas es una via de aportar al desarrollo econémico del pais.

La novedad cientifica del tema se sustenta no solo por el hecho de que la *™Tc-
ciprofloxacina es el primer antibiotico radiomarcado para diagnéstico de procesos
infecciosos desarrollado en el pais; sino también porque se introdujeron aspectos
novedosos en la técnica de radiomarcaje, como son, el uso del SnF, como reductor del

radiometal y del hidracino nicotinico (HYNIC) como agente quelatante bifuncional.
Para dar respuesta a la hipotesis planteada se estructuran los siguientes objetivos:
1.2 Objetivo General

Desarrollar una formulacién de “™Tc-Ciprofloxacina para obtener un radiofdrmaco
seguro y que permita la adquisicién de iméagenes gammagraficas que muestren alta

precision para el diagnostico de procesos infecciosos.



1.2.1 Objetivos especificos

1- Evaluar dos metodologias para el radiomarcaje de la ciprofloxacina con *"Tc,
siguiendo las vias directa e indirecta. Evaluar la esterilidad y la apirogenicidad de los
productos.

2- Estimar la estabilidad del radiomarcaje en solucion inyectable, en suero humano y en
soluciones de cisteina, asi como la pureza radioquimica que rinden los productos en el
tiempo, una vez almacenados en congelacion.

3- Evaluar la farmacocinética y la biodistribucion en ratas Wistar sanas.

4- Valorar la actividad biologica in vitro mediante la estimacion del porcentaje de union a

bacterias Staphilococcus aureus (SA) vivas e in vivo, en modelos de infeccién en ratas
Wistar con SA y Escherichia coli (EC).

5- Estimar la toxicologia aguda y la tolerancia local endovenosa en ratones albinos.

Capitulo II. REVISION BIBLIOGRAFICA



2.1 Fisiopatologia de los procesos infecciosos
2.1.1 Inflamacion aguda

Cuando ocurre un dafio tisular o un microorganismo invade el cuerpo, varios mecanismos
de defensa son activados para eliminar el estimulo nocivo. En respuesta a los antigenos y
a los productos de degradacion de los tejidos, son activados poderosos mecanismos tales
como complementos y produccién de anticuerpos, los que contribuyen a la eliminacién
de los invasores. Esta amplificacion de la respuesta local propicia un reclutamiento de
células de la sangre, granulocitos, linfocitos y componentes del plasma necesarios para la
solucion del problema. Colateralmente existe vasodilatacion para incrementar el
suplemento de sangre y al mismo tiempo se produce permeabilidad endotelial para
facilitar la extravasacion de proteinas y células. Ademas esto estimula la expresién de
moléculas de adhesion sobre células endoteliales y de moléculas de adhesion
complementaria sobre leucocitos. Primeramente, las células se adhieren al endotelio y
después, por un mecanismo llamado diapédesis, ellas penetran al tejido inflamado
siguiendo un gradiente de factores de atraccion quimica; la amplificacion produce una
respuesta inmune diferenciada. El proceso comienza en pocos minutos después de
producida una agresion al organismo y se resuelve en horas o dias (Roitt I, 1994). Este
proceso produce en el paciente los sintomas clasicos de una inflamaciéon aguda (rubor,
edema, calor y dolor) por lo que puede ser facilmente diagnosticado por un examen
clinico. Ejemplos de este tipo de reaccién son las infecciones agudas y los traumas

(Chianelli M, 1997).
2.1.2 Inflamaciones cronicas

Si el agente inflamatorio persiste, el caracter de la lesion inflamatoria cambia a
inflamacion cronica. Las células polimorfonucleares migran fuera de la lesion y
desaparecen la vasodilatacion, la permeabilidad vascular, la activacion endotelial y los
sintomas. La infiltraciéon se vuelve predominantemente mononuclear, donde estan
presentes linfocitos y células de la serie monocito macr6fagos. La futura progresion del
proceso es fundamentalmente via in situ con la consecuente proliferacion de células

infiltrantes. La solucién del problema puede ser en semanas o afios (Roitt I, 1994).



Una infiltracién crénica de células mononucleares es también observada en otras
reacciones inmunes mediadas por células tales como enfermedades autoinmunes,
inflamaciones crénicas de los intestinos, rechazo de trasplantes y tumores. En estas
condiciones patologicas, las células mononucleares son el tipo de células infiltrantes
predominantes desde el principio. Otros ejemplos son las infecciones crénicas tales como
la tuberculosis, los granulomas, la sarcoidiosis y las dermatitis por contacto (Chianelli M,

1997).
2.2 Influencia de la medicina nuclear en el diagnéstico de los procesos inflamatorios

La medicina nuclear proporciona varias técnicas para el diagndstico de inflamaciones
basadas en la inyeccion de compuestos radiomarcados que se deben acumular en el foco
inflamatorio. Los leucocitos autélogos radiomarcados migran especificamente al interior
del sitio de inflamacion por diapédesis; contrariamente muchos radiofarmacos, tales
como los nanocoloides y las inmunoglobulinas humanas inespecificas (IgG) se acumulan
en dichas lesiones siguiendo un mecanismo de extravasacion no especifico (Chianelli M,

1997).

El diagnostico de inflamacion aguda puede ser resuelto exitosamente con muchos de los
radiofarmacos disponibles en la actualidad. Si se precisa de un diagnéstico diferencial
entre inflamacion celular y no celular es necesario radiomarcar células blancas de la
sangre para poder hacer una distincién entre los dos procesos. Es un hecho que el
diagnostico diferencial entre una inflamacién estéril y una infectada es muy dificil

conseguirlo con los radiofarmacos disponibles en la actualidad (Bleeker-Roves, 2004).

Debido a que en la inflamacion cronica disminuye la hemodinamica en las zonas
lesionadas, muchos radiofarmacos no pueden acumularse en dichos sitios, lo que les
confiere inutilidad diagndstica; tal es el caso de los leucocitos marcados (granulocitos),
los que no logran migrar al interior de los sitios inflamados. Con el objetivo de lograr un
radiofarmaco mas efectivo se comenzaron a gestar proyectos encaminados a resolver esta
demanda clinica; uno de los radifirmacos concebidos fue el citrato de galio (“Ga) del
cual se afirmaba que resolveria el problema del diagnostico de infecciones crénicas

(Bleeker-Roves, 2004) y el indio 111 (*'In-octreotide) el cual mostré resultados



alentadores en el diagndstico de enfermedades granulomatosas y en la enfermedad de

Graves (Krenning E, 1995).

2.3 Caracteristicas que debe presentar el radiofarmaco ideal para imagenes de

inflamacion e infeccion

Un radiofarmaco para que sea eficiente en la detecciéon de procesos infecciosos debe
cumplir las siguientes caracteristicas (Corstens FHM, 1999, Gemmel F, 2008; Martin

Comin J, 2002; Renner HJJM, 2001 y Bleeker-Roves, 2004):

Répida delineacion del foco y extension de la enfermedad infecciosa.

Acumulacion fisiologica no significativa en la sangre, el higado, el bazo, el tracto
intestinal, los rifiones, los huesos, la médula 6sea y los musculos.

Répido aclaramiento sanguineo, rapida acumulacion en la zona afectada y buena relacion
lesién/fondo.

Alta especificidad (discriminacion entre infeccion e inflamacién estéril)

Ausencia de toxicidad y de respuesta inmune.

Baja dosis de radiacion.

Amplia disponibilidad del radiontclido.

Costos relativamente bajos.

Preparacion sencilla y reproducible.

No existe un radiofarmaco que pueda ser 1util para todas las indicaciones clinicas. La
eleccién del mismo estd basada sobre la experiencia preclinica y la situacién clinica
teniendo en cuenta el mecanismo fisiopatologico de cada enfermedad. Es preciso
considerar si la biodistribucién permite la identificacion del proceso en el sitio de
infeccion/inflamacion. La dosis de radiacion absorbida es también muy importante para

establecer una ponderacién entre riesgo y beneficio de cada producto disponible.

2.4 Deteccion de inflamacién con células blancas de la sangre radiomarcadas.



Los focos inflamatorios pueden ser detectados usando células blancas de la sangre
radiomarcadas. Administradas por via intravenosa ellas migran especificamente al
interior del tejido inflamado adhiriéndose al endotelio activado siguiendo un gradiente de
factores quimiotacticos liberados en el proceso fisiopatolégico (Zakhireh B, 1979). Esta
técnica se realiza haciendo una extraccion de sangre del mismo paciente, se separan los

leucocitos los que se marcan in vitro en condiciones estériles y posteriormente se

reinyectan al enfermo [Thakur M, 1977 @],

Se han disefiado procedimientos de radiomarcaje de los leucocitos tanto con indio 111
oxima ("'In-oxima) y con '"In-tropolonato; como con tecnecio 99 metaestable-
hexametil propilen amino oxima (*"Tc-HMPAO). Se ha demostrado que dichas células
se acumulan en los sitios de inflamacién por quimiotaxis y son usados como transporte
del radioisétopo hasta el foco infeccioso (Larinka M. 2001 @). Ademas se ha observado
que la captaciéon en un area es dependiente del funcionamiento de la quimiotaxis, del
numero y del tipo de células marcadas y del principal componente celular de la respuesta
inflamatoria (Larinka M. 2003, Love C, 2004; Palestro CJ, 2000; Wolf G, 2001; Gratz S,
2002; El Esper, 2004; Weon YC, 2000; Ryan PJ, 2002).

Desde 1977 se demostr6 que el ''In en combinacién con oxima o tropolonato, una vez
difundido al interior de las células se disocia del complejo lipofilico y se une
irreversiblemente a componentes intracelulares y nucleares, por lo que no es liberado de
de la célula con el tiempo (Thakur M, 1977 ®). Este radionuiclido decae por emision de
dos rayos gamma de 172 y 247 Kkilielectronvoltios (keV) con un periodo de
semidesintegracion (Ti.r) de 67 horas. Dicha energia no es 6ptima para realizar imagenes

en la cAmara gamma, pero este largo Tir y su estabilidad in vivo permiten la realizacion

de imagenes tardias. Un aspecto negativo referente al uso del '''In para el marcaje de
células blancas de la sangre radica en que el radiois6topo deposita una alta dosis de
radiacion aportada principalmente de los electrones Auger (Silvester D, 1983). Durante el
marcaje de los leucocitos, tipicamente con 300 microcuries (nCi), los granulocitos no son

dafados pero los linfocitos mueren con tal actividad (Thakur M, 1984).

El radiomarcaje de dichas células con *"Tc se comenz6 a gestar una vez introducida la

produccion y comercializacion del primer generador de *™Tc por el National Laboratory

9




de Brookhaven de los Estados Unidos (Lentle B, 2003), este se considera el radioisétopo

de eleccion para la mayoria de los estudios gammagraficos. Dicho radiondclido es el mas
atractivo en cuanto a costo, disponibilidad, baja dosimetria interna y externa. Pertenece al
grupo VIIB de la tabla periodica de los elementos, es homologo del Manganeso (Mn) y el
Renio (Re). Tiene un Tyr de 6.02 horas, es un emisor gamma puro y monofoténico, con
una energia de 140 keV, para la cual la eficiencia de deteccion de la cdmara gamma es
optima (Hnatowich DJ 1993 (2); 1994). Se obtiene a partir de la desintegracién del
molibdeno 99 (**Mo); el 87,3% de los productos, de dicha desintegracion corresponden al

P"Tey el 12,7% al *Tc.

Los leucocitos marcados con *"Tc (*"Tc-HMPAO-leucocitos) se caracterizan por
depositar una baja dosis de radiacion (Costa D, 1988) y las imagenes adquiridas por la

camara gamma presentan una mayor resolucion espacial (Thierens H, 1992).
Caracteristicas clinicas de la mezcla de leucocitos autélogos radiomarcados:

La biodistribucioén y la cinética de los leucocitos radiomarcados con cualquiera de los dos
radionuclidos son similares: ellos se acumulan significativamente en el higado, el bazo,
los pulmones y presentan un lento aclaramiento de la sangre. El *™Tc-HMPAO-
leucocitos es menos estable, sin embargo, el complejo hidrofilico (secundario) formado
30 minutos después de formado el lipofilico (primario) es eliminado rapidamente a través
de los rifiones y los intestinos. La vejiga es visualizada dentro de la primera hora, la
vesicula dentro de las primeras dos a tres horas y el intestino grueso después de las tres
horas. Este patron de biodistribucion incide negativamente en el uso optimo de esta
técnica para la deteccion de lesiones en higado, bazo y pulmones, asi como en areas
cercanas. El uso de "'In-leucocitos es preferido para la investigacién de inflamaciones en
rifiones, vejiga y vesicula o si se necesita la adquisicion de imagenes tardias, como en los
casos de sospecha de infecciones crénicas o fiebres de origen desconocido. E1 *™Tc-
HMPAO-leucocitos, es preferido por los investigadores para explorar todas las
localizaciones restantes debido a la favorable dosimetria interna y a la mejor relacion
lesién/fondo que presentan las imagenes obtenidas (Peters A, 1994; Bleeker-Roves,
2004). La deteccién de inflamaciones intestinales con *"Tc-HMPAQO-leucocitos no es un

problema, el es tipicamente bien localizado en menos de una hora después de la
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inyeccion, el inconveniente estad en que se requiere la realizacion de la imagen antes de
que ocurra la excrecion intestinal del *"Tc-HMPAO. Esta variante es preferida en
pacientes pediatricos y cuando se necesita mejor resolucién de la imagen tal como en el

caso del diagndstico de enfermedad de Crohn’s en el intestino delgado.

La precision para el diagnostico de los leucocitos radiomarcados ha sido bien estudiada
en inflamaciones intestinales (Saverymuttu S, 1985), osteomielitis, prétesis vasculares
infectadas, enfermedades renales, infecciones pulmonares y fiebre de origen desconocido

(Becquer W, 1995; Bleeker-Roves, 2004).
Caracteristicas clinicas de la mezcla de linfocitos autélogos radiomarcados:

Los linfocitos son marcados con la misma técnica descrita para el radiomarcaje de la
mezcla de leucocitos, pero se necesitan entre 50-80 mililitros de sangre y deben ser
purificados de los granulocitos antes del radiomarcaje, este procedimientos introduce un
riesgo potencial de contaminacion de la muestra que debe ser readministrada al paciente.
Varios estudios han sido reportados sobre el uso de los linfocitos radiomarcados con '''In
en sujetos normales y en pacientes enfermos. Los resultados obtenidos han sido buenos
con algunos tipos de tumores hematol6gicos [Lavender J, 1977, Wagstaff J, 1981 @ y @],
La técnica ha sido usada para obtener imagenes del pancreas inflamado por células
mononucleares en pacientes diabéticos tipo I, pero con controversiales e inconclusos
resultados (Kaldany A, 1982), un estudio mediante un modelo animal de diabético tipo I

demostré que el radiocompuesto no se acumulé en el pancreas infiltrado (Gallina D,

1985).

Se ha demostrado que el marcaje de linfocitos con ''In produce aberraciones
cromosomales, asi como incapacidad de proliferacion de la célula después de una
estimulacion policlonal. Aunque los linfocitos son células con larga vida, ello no excluye
que pueda ocurrir un dafo celular importante a causa de la radiactividad, por lo que no se
debe usar mas de 20 pCi por cada 10° células, que es la maxima cantidad de linfocitos
que pueden ser obtenidos de 100 mililitros (ml) de sangre. Dada la insuficiente actividad
que presentaria la muestra de células radiomarcadas esta técnica es insuficiente para

estudios imagenoldgicos en humanos dado que se necesitaria mucho para adquirir una
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imagen con adecuada estadistica de cuentas (Chianelli M, 1997). No obstante, han sido
utilizados para estudios en animales o en pacientes con melanomas, con cancer de colon y
recto, donde han sido utiles para detectar metastasis. Estos resultados demostraron que la

especificidad diagnéstica de estos radiofdarmacos para procesos infecciosos es baja

[Wagstaff J, 1981 @, Fisher B, 1989, Swift R, 1991; Griffith K, 1989].

Similares hallazgos han sido reportados en estudios de rechazo de trasplantes. Los "'In-
linfocitos han sido probados en la deteccién de rechazo de trasplantes ortopédicos y
cardiacos en perros y de corazon-pulmoén en ratas, donde se concluyé que cuando no son
evidentes los signos clinicos de rechazo la infiltracion linfocitaria es moderada (Mazzoni

G, 1992).
Plaquetas radiomarcadas:

Las plaquetas marcadas con "'In (""'In-plaquetas) han sido usadas en trasplantes de
rifiones y pancreas (Catafau A, 1989). Se ha demostrado que las referidas células se
acumulan selectivamente en los rechazos agudos de trasplantes renales. Esto posibilitd
distinguir entre la nefrotoxicidad causada por la ciclosporina y una necrosis tubular
aguda. Debido a la complejidad del método de purificacion y de marcaje, asi como de su
aplicacién clinica, actualmente el radiocompuesto es usado en un limitado nimero de
aplicaciones, incluidos pacientes sometidos a tratamientos con hemodialisis con
insuficiencia renal irreversible, para realizar diagnostico diferencial entre fiebre de origen

inmunoloégico y una infeccion (Lomefia F, 1994).
Ventajas y limitaciones del marcaje directo de las células blancas de la sangre:

El uso de leucocitos radiomarcados ha sido estudiados extensamente [Thakur ML, 1977

Wy @] y por los resultados que se han obtenido ésta ha sido clasificada como la prueba de
oro para la deteccién de inflamaciones. El radiomarcaje directo de las células requiere de
mucho tiempo de procesamiento, condiciones especiales en el laboratorio y experiencia
técnica. Es preciso destacar que tanto el paciente como el operador estan expuestos a

potenciales contaminaciones bioldgicas.

Para la deteccién de inflamaciones agudas los leucocitos son altamente sensibles y
especificos (Becker W, 1995). Pero cuando se trata de procesos crénicos los resultados no
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son satisfactorios. La disminucién del suministro de sangre al area inflamada y de la
permeabilidad vascular, asi como el predominio de la infiltracion de células
mononucleares en esta etapa del proceso inflamatorio sugieren que los linfocitos
radiomarcados deben ser los de eleccion, aunque debido a la alta radiosensibilidad de los

mismos esta variante ya no es utilizada rutinariamente.
2.5 Radiotrazadores no especificos para la deteccion de inflamacion e infecciones
2.5.1 “Ga- citrato

El “Ga es radioisotopo producido en ciclotrén (Larinka M. 2003) que constituye el
primer radionucleido empleado para la deteccién de sitios de inflamacion e infeccion
(Martin-Comin J. 2002; Lavender JP, 1971). Tiene T,.r de 78 horas un decaimiento por
emision de rayos gamma con energias que varian en un rango entre 93-880 keV, las
energias dominantes son de 93, 184, 296 y 388 keV. Una parte es excretada a través de
los rifiones en las primeras 24 horas y el resto por el colon. Pasadas 48 horas, alrededor
del 75% de la dosis inyectada es retenida por el cuerpo donde se acumula en el higado,

hueso, médula 6sea y tejidos blandos.

El “Ga-citrato se comenz6 a utilizar en la practica clinica desde 1969 para el diagnéstico
de la enfermedad de Hodgkins, ademés ha sido usado para diagnosticar otras patologias
incluyendo inflamaciones, infecciones y algunas patologias del esqueleto (Edwards C,
1969; Halpern S, 1980; Wassie E, 1994; Bleeker-Roves, 2004). A pesar de los afios de
experiencia en el uso de este radiofarmaco el mecanismo preciso por el que se acumula
en organos normales y tejidos patoldgicos no esta totalmente dilucidado. Sin embargo, se
ha aceptado que como es un analogo del hierro, se une a la transferrina circulante en
forma i6nica y de esta forma logra tener acceso a las células fijandose al receptor de
dicha proteina (Sohn M, 1993). En inflamaciones agudas, penetra por extravasaciéon del
epitelio vascular y se une a la lactoferrina excretada en el lugar por los leucocitos o a los
sideroforos producidos por los microorganismos (Becker W, 1995). Sin embargo, han
sido postulados otros mecanismos de acumulacion por células metabdlicamente activas,
tales como la activa acumulacion del citrato como substrato del ciclo de Krebs (Becker

W, 1995).
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Este radiofarmaco se caracteriza por aportar una buena sensibilidad diagnéstica, pero baja
especificidad dado que se acumula igualmente tanto en tumores, en inflamaciones
agudas, crénicas, estériles e infectadas (Borman T, 1986). Extraordinariamente este es
uno de los pocos radiofarmacos que muestran buena sensibilidad para la deteccién de
inflamaciones cronicas (Kao C, 1993; Sulavik S, 1993). Es conocido que el receptor de la
transferrina es un marcador de activacion tardia expresado en las células T durante el
proceso inflamatorio (Roitt I, 1994) y esto es posible que explique su acumulacién en

estas condiciones patologicas (Bleeker-Roves, 2004).

Debido a que el “Ga posee largos Tir y tiempo de vida media bioldgica (T1s), provoca
altos niveles de dosis de radiacion absorbida. Ademas no esta disponible facilmente y no
retine las caracteristicas nucleares 6ptimas para lograr imagenes de calidad en la camara
gamma. Su uso es limitado a estudios de osteomielitis cronica, infecciones pulmonares y
fiebre de origen desconocido, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. En
dichos casos las exploraciones con “Ga-citrato es la técnica de eleccion, pues debido a su
elevada sensibilidad puede detectar tumores y enfermedades del tejido conectivo. Por su
baja especificidad, este radiofarmaco es utilizado en combinacién con otros (Wassie E,

1994, Bucosme J, 1991; Bleeker-Roves, 2004).

2.5.2 ®"Tc-Metiléndifosfonato (MDP)

Son utilizados tnicamente para estudios de infecciones 6seas, las gammagrafias son
positivas en las horas o dias subsiguientes al comienzo de la infeccién. Inicialmente la
lesion infectada se observa como una zona foton-deficiente (fria) que en pocos dias
mostrard aumento de la captacién del radiofarmaco (caliente) de modo caracteristico. La
acumulacion de *"Tc-MDP depende de la integridad del lecho vascular ya que la mayor
presién intramedular que se presenta en la osteomielitis puede disminuir el flujo
sanguineo y, consecuentemente, impedir la acumulacion significativa del radiofarmaco.

Presenta baja especificidad diagnéstica pero alta sensibilidad (Resnick D, 1998).
2.5.3 Nanocoloides

Los nanocoloides son unas particulas pequefias de 30 nanémetros (nm) de diametro, las
cuales son rapidamente depurados de la circulacién. Ellos son degradados por las células
lisosomales del sistema reticulo endotelial (SRE) y excretados a través de los intestinos y
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los rifiones (Larinka M, 2003; Martin-Comin JM, 2002). Se infiltran al interior del area
inflamada, debido al incremento de la permeabilidad vascular regional y se acumulan en
el area debido a que son fagocitados por los macro6fagos (Schrijver MD, 1987, Larinka M.
2003; Martin Comin JM, 2002). La acumulacién de *™Tc-nanocoloides en las
inflamaciones es relativamente baja en comparacion con la de otros radiofdrmacos
(McAfee J, 1991), pero debido a su rapido aclaramiento sanguineo, es posible obtener
una buena relacion lesion/fondo de forma rapida; la exploracion gammagrafica es

completada en una hora.

Estos compuestos son usados para el estudio de la osteomielitis, artritis reumatoide y
rechazo de trasplantes renales (Struele K, 1988; Liberatore M, 1992; Frick M, 1976;
Massenguil S, 1992). En el estudio de inflamaciones musculo-esqueléticas ellos muestran
una precision diagnostica comparada a la de ''In-leucocitos y tienen mejor sensibilidad
en las fases tardias de infecciones agudas donde la permeabilidad vascular esta
incrementada (Struele K, 1988). En el diagnostico de infecciones en tejidos blandos y del
sistema gastrointestinal no se han realizado reportes alentadores sobre la efectividad de
estos radiofarmacos (Wheeler J, 1990), probablemente debido a la lenta y baja
acumulacién en las lesiones y por el impedimento que ocasiona la excrecién fisiolégica
del radiofarmaco a través de la via intestinal. En estudios de pacientes con sospecha de
rechazo al trasplante renal no es posible distinguir si la acuamulacién observada se debe a
un rechazo del transplante o por necrosis tubular aguda (Frick M, 1976). Estos
radiofarmacos experimentan el inconveniente de poder distinguir entre infeccién e
inflamacion estéril, ya que penetran en lesiones inflamatorias estériles por diapédesis

(Styles C, 1985).
2.5.4 Inmunoglobulina G humana inespecifica (IgG)

El uso de inmunoglobulinas no especificas radiomarcadas se generalizé en una época
para el diagnoéstico de inflamacion/infeccion. Su uso es seguro y simple, son de origen
humano por lo que raras veces producen reacciones adversas. Estan disponibles en el

mercado.

La acumulaciéon de las *"Tc-IgG en el sitio de una inflamaciéon aguda fue un
descubrimiento accidental en un experimento donde se les usaba como control para
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anticuerpos monoclonales especificos (Rubin R, 1988). Desde entonces ha sido usada
para un amplio espectro de enfermedades inflamatorias e infecciosas (Rubin R, 1989;
Bleeker-Roves, 2004). Su mecanismo de accién no estd claramente dilucidado pero se
supone que en parte es inespecifico por entrada al sitio afectado debido a la
permeabilidad vascular (Morrel E, 1989, Renner HJJM, 2001; Bleeker-Roves, 2004), y
en parte especifico debido al enlazamiento a los receptores Fc expresados en las células
infiltrantes (Fischman A, 1990; Renner HJJM, 2001; Bleeker-Roves, 2004). También se
plantea que se acumulan en los sitios de infeccion por union especifica a las bacterias
(Calame W, 1991; Renner HJJM, 2001; Bleeker-Roves, 2004). Sin embargo, su
acumulacion parece ser principalmente no especifica, pues en experimentos con modelos
animales de inflamacion estéril se ha demostrado que donde no existen receptores Fc
ellas se acumulan eficientemente (Saptogino A, 1989). Esta sospecha se constaté en otro
modelo animal de inflamacién aguda donde se observé que los radiofarmacos en cuestién
fueron localizados primeramente dentro del area edematosa del foco inflamatorio (Morrel

E, 1989).

Las IgG han sido marcadas con *"Tc y con "'In. El mecanismo de acumulacion es el
mismo para ambos radionticlidos. Sin embargo, existen diferencias significativas entre
los dos radiofarmacos. Se ha demostrado en modelos de inflamacion en animales, que la
acumulacion de "'In-IgG fue significativamente mayor en la zona inflamada respecto a la
que se observéd con *™Tc-IgG (Oyen W, 1992). En un estudio posterior fue demostrado
que dicha diferencia se debe a que el ''In libre también se acumula en la regién
inflamada después que se disocia de la inmunoglobulina (Claessens R, 1995). Este
hallazgo explica la alta relacion lesién/fondo que experimentan los estudios realizados
con "MIn-IgG respecto a la que experimentan los realizados con *"Tc-IgG en imagenes
tardias. Por esta razon se prefiere el ''In-IgG para estudios de inflamaciones crénicas. La
biodistribucion de los dos radiofarmacos es similar y ambos presentan una cinética lenta.
La #"Tc-IgG presenta una acumulacién pulmonar elevada, lo que lo invalida en estudios
de infecciones en dichos érganos y en el resto de la zona tordcica (Buscombe J, 1991).
Los estudios de inflamaciones intestinales cronicas también han presentado resultados

desalentadores (Spinelli F, 1990). En osteomielitis cronicas se han obtenido resultados
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satisfactorios asi como en artritis reumtoides (Liberatore M, 1992; De Bois MHW, 1992;

Sciuk J, 1991).

En un estudio para corroborar una infiltracion de células mononucleares en un modelo de
transplante pulmonar en perros, para diagnosticar rechazo utilizando la *"Tc-IgG los
resultados fueron deficientes (Larcos G, 1993). En pacientes diabéticos insulina
dependientes, las referidas inmunoglobulinas radiomarcadas con *™Tc, no mostraron
acumulacién en el pancreas durante el periodo prediabético. L.a acumulacién pancreatica
de la #®"Tc-IgG fue evidente cuando existia un dafio en el metabolismo endocrino del
pancreas (Signore A, 1996), probablemente relacionado al edema del pancreas exocrino o
a dafios endoteliales frecuentemente reportados en pacientes diabéticos con problemas en
el control del metabolismo. La indicacién mas plausible de la *"Tc-IgG se basa en su uso

para el diagndstico de inflamaciones e infecciones del sistema musculo-esquelético.

La "'In-IgG muestra buena sensibilidad en infecciones pulmonares (Buscombe J, 1993) y
también en infecciones e inflamaciones abdominales (Becker W, 1995). Se ha comparado
la precision diagndstica de "'In-IgG con respecto a ''In-leucocitos en enfermedades
inflamatorias crénicas del intestino, donde 'In-IgG mostr6 buena sensibilidad y

especificidad atin cuando su precision diagnostica fue menor (Mairal L, 1995).

"n-IgG se prefiere para el estudio de inflamaciones e infecciones de hueso y
articulaciones donde se han obtenido excelentes resultados (Oyen W, 1992), asi como en
estudios de fiebre de origen desconocido (Klejin ED, 1992). En el diagnostico de
endocarditis no se muestran buenos resultados donde se ha demostrado bajas sensibilidad
y especificidad diagnostica, probablemente debido a los altos niveles de actividad

circulantes (Becker W, 1995).

Este radiofarmaco posee baja especificidad, es decir que no es posible discriminar entre
sitios de infeccion e inflamacion estéril (Renner HJJM, 2001; Marrero LO, 2003) pero si
puede utilizarse como localizador de las lesiones en los pacientes con fiebre de origen
desconocido e infecciones pulmonares, especialmente en los neutropénicos y en los
inmunocomprometidos (Renner HJJM, 2001; Dass SS, 2002), asi como en la deteccion
de artritis reumatoidea activa (Cindas A, 2001). Por la gran dependencia del pool
sanguineo para su localizacién, no es ttil en las imagenes de lesiones vasculares y
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cardiacas (Renner HJJM, 2001 y Dass SS, 2002). Se han obtenido resultados similares, a
los obtenidos con leucocitos marcados, en la deteccion de procesos inflamatorios en el
sistema osteomioarticular (Nijhof MW, 1997; Corstens FHM, 1999; Zayas F, 2002;
Bleeker-Roves, 2004). Es considerada util solo como prueba de pesquisaje para

infecciones de las protesis articulares (Larinka M, 2003).

Aunque su uso ha ido decreciendo en el tiempo, ""'In-IgG puede ser eficientemente usado
para el diagnéstico en condiciones muy particulares, con una precision diagndstica
comparable con la de los leucocitos y los nanocoloides radiomarcados. Pueden preferirse,
en particular cuando no existen las condiciones de laboratorio para el marcaje de células
o cuando las condiciones clinicas del paciente impidan la obtencion de voluminosas

muestras de sangre y no se cuenta con un radiofarmaco mas eficiente.
2.5.5 Sistema Avidina-biotina

Las avidinas son una familia de proteinas presentes en los huevos de anfibios, reptiles y

aves; la estreptavidina que es producida por streptomyces avinii, es parte de la misma

familia. Tanto la avidina como la estreptavidina, las cuales poseen pesos moleculares
entre 60-64 kilodaltons (kDa) tienen cuatro sitios de unién para la biotina con muy alta
afinidad (Kd=10") (Lazzeri E, 1999; Renner HJJM, 2001). La biotina también conocida
como vitamina H es un compuesto de bajo peso molecular que puede ser marcada con
diferentes radiometales. El sistema avidina-biotina es bien conocido en inmunologia
donde es usado para el marcaje indirecto de proteinas a causa de su capacidad de

amplificar la sefial. Este sistema ha sido usado para el marcaje in vivo de anticuerpos

monoclonales (MoAb) con el propoésito de utilizarlo en el radioinmunodiagnostico de
tumores. También es llamado sistema de pre-blanco, la inyeccién de estreptavidina
conjugada con MoAb es seguida por la inyeccion, 20-24 horas mas tarde de biotina
radiactiva (Hnatowich D, 1987). Los anticuerpos biotinilados son buscados por la avidina
o la estreptavidina, como tercer paso se inyecta la biotina radiomarcada (Paganelli G,
1991). Cuando la biotina radiactiva es inyectada la estreptavidina circulante ya se ha
aclarado lo suficiente de la sangre y esta casi toda concentrada en el tejido blanco. Dicha

biotina radiactiva se acumula en el tejido inflamado al unirse irreversiblemente a la
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estreptavidina, mientras la biotina que no se uni6 es rapidamente excretada por los

rifiones y presenta minima acumulacion en érganos normales.

Hasta hoy no existe evidencia alguna de que la avidina o la estreptavidina provoquen
reacciones toxicas (Martin-Comin J, 2002). Sin embargo, ellas son de origen heterdlogo y
provocan respuestas inmunes. La mayor ventaja de esta técnica es su gran concentracion
en el tejido blanco, lo que provoca una alta relacion lesion/fondo, lo que a su vez
posibilita la adquisiciéon temprana de imagenes gammagraficas. Otra de sus ventajas
radica en que la actividad es administrada sobre una molécula de bajo peso molecular
(biotina) que se localiza y aclara rapidamente, mientras que la presencia de streptavidina
posibilita la adquisicion de imagenes tardias (Rusckowski, 1996; Lazzeri E; 2004), asi

como el poder amplificador (4 moles de biotina/ mol de avidina).

El uso del sistema avidina-biotina fue bien estudiado en modelos de infeccion aguda en
animales, donde se demostr6 que se acumul6 mas en el area infectada que ''In-IgG
(Rusckowski M, 1992). Este método aporta buena precision en el diagnostico de
infecciones en protesis vasculares (Samuel A, 1996). Es eficiente para visualizar focos de
osteomielitis crénica donde la concentracién focal del sistema streptavidina-'"'In-biotina
en las zonas infectadas es significativa a los 10 minutos de inyectado el radiactivo, dicha

concentracion se manteniene por 24 horas (Rusckowski M, 1996).

2.5.6 Liposomas

Son vesiculas lipidicas microscépicas que usualmente se aplican como transportadoras de
drogas para incrementar su solubilidad y para lograr deposicion selectiva o disminuir
toxicidad (Nassander U, 1990; Martin-Comin J, 2002; Larinka M, 2003 y Renner HJJM,
2001). Dichas vesiculas son rapidamente captadas por el sistema reticulo endotelial
(SRE), de ahi que radiomarcados con *™Tc son utilizados para el diagnéstico de infeccién
e inflamacion (Morgan J, 1985; Williams B, 1987). Se forman espontaneamente cuando
fosfolipidos anfifilicos son expuestos en una solucién acuosa (Dass SS, 2002). Cuando
son radiomarcados e inyectados por via endovenosa, presentan un largo Tios y se fijan

selectivamente en tumores y lesiones infecciosas. Marcados con "'In fueron usados en
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estudios para detectar abscesos experimentales en modelos con animales (Boerman O,

1995), donde se observaron concentraciones significativas por mas de 48 horas.

Su uso se basa en la afinidad de los leucocitos polimorfonucleares y los macréfagos
mononucleares por esas vesiculas. Los liposomas llegan al sitio de la infeccién por
permeabilidad vascular (Renner HJJM, 2001; Andreopoulus D, 2002) y son rapidamente
aclarados por el sistema monocitico-fagocitico (Larinka M, 2003; Corstens FHM, 1999)
pero si se les afiade un polimero hidrofilico (polietilenglicol) se les protege del
reconocimiento por los monocitos-fagocitos, se prolonga el periodo de residencia en la
circulacion y se les capta en los sitios patologicos (Larinka M. 2003; Renner HJJM,
2001; Corstens FHM, 1999 y Dass SS, 2002). El poder ser marcados con *"Tc y
obtenerse imagenes dentro de las primeras cuatro horas posteriores a la inyeccion
constituye su principal ventaja. Al acumularse significativamente en el higado, en el bazo
y la médula 6sea enmascaran abscesos en el abdomen superior y en la columna vertebral
(Dass SS, 2002). La técnica de preparaciéon de estos radiofarmacos es compleja (Dams
ET, 2000). Factores como el tamafio y la composicion lipidica afectan la habilidad de los
liposomas para localizarse en los sitios de inflamacién e infeccién. No distinguen entre
inflamacion aséptica e infeccion (Dass SS, 2002). La aparicién de efectos adversos ha

limitado su utilizacion (Carreras JL, 2002; Laverman P, 2000; Brouwers AH, 2000).
2.5.7 Glutation

El glutation es un tripéptido que contiene aminoacidos con grupos sulfihidrilos (-SH) que
pueden ser facilmente radiomarcados con *"Tc. Estudios realizados con *™Tc-glutation
han reportado que el radiofarmaco se concentra en articulaciones inflamadas, en una
mayor proporcién que la IgG (Ercan M, 1994), y que puede ser utilizado para la
deteccion de metastasis en pacientes con melanoma (Duman Y, 1995). Su uso para el
diagnostico de inflamaciones e infecciones no ha tenido aceptacién debido a su gran

afinidad por los procesos tumorales, lo que le confiere baja especificidad.

2.6 Radiotrazadores especificos para la deteccion de inflamaciones e infecciones
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Las técnicas de medicina nuclear aunque sensibles, son de elevada sensibilidad y baja
especificidad, ya que es dificil la precision diagnostica de una infeccién aguda o cronica.
Una via para resolver estos problemas lo constituye el disefio de radiocomplejos dirigidos

a receptores especificos presentes en distintos tipos de células y tejidos.

Los anticuerpos monoclonales fueron los primeros ejemplos de esta nueva clase de
radiofarmacos y en pocos afios fueron disefiados varios tipos, basados en este tipo de

reaccion.
2.6.1 Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son inmunoglobulinas producidas por lineas celulares
hibridas (hibridomas) derivadas de la fusion de linfocitos B de animales previamente
inmunizados con células de mieloma. Los hibridomas heredan del linfocito parenteral, la
capacidad de producir anticuerpos y del mieloma la posibilidad de crecer en cultivos. A
causa de que los hibridomas se seleccionan para un reconocimiento antigénico y clonan
en etapas muy tempranas, los anticuerpos secretados por estas células tienen una tnica y
elevada especificidad - son, por tanto, monoclonales — propiedad que permite una vez
radiomarcados, su radiolocalizacion sobre un blanco (antigeno) previamente determinado

(Gavilondo JV, 1995).

Los MAD han sido usados en la deteccion de procesos inflamatorios e infecciosos, ya que
se unen directamente a antigenos presentes en la superficie de los leucocitos o a
moléculas de adhesion endotelial. La preparacién del radiofarmaco es sencilla y ademas

son seguros, pues no presentan riesgos biologicos.

Anticuerpo con dfinidad para antigenos de granulocitos. Los MAb radiomarcados mas
utilizados para estos fines son el BW250/183 e IgG1, preparados como juegos de
reactivos para el marcaje con *™Tc y estan disponibles comercialmente. Se unen con alta
afinidad (Kd= 2x10°) al antigeno no especifico 95 (NCA-95), el cual se expresa en
granulocitos humanos, promielocitos y mielocitos. Se ha observado que después de la
union a los granulocitos no provocan influencias negativas en dichas células (Becker W,

1994; Martin-Comin J, 2002; Oliva JP, 2002; Klett R, 2003).

21



Pasadas cuatro horas de una inyeccion intravenosa se puede observar que el 55% se
localiza en la médula 6sea, el 10% en el higado y el 5% en el bazo; el 30% restante se
encuentra en circulacion, distribuida entre los granulocitos circulantes y libre en el
plasma. La acumulacién de los anticuerpos radiomarcados en el sitio inflamado es de una
parte porque estan unidos a los granulocitos y ademas porque los anticuerpos
radiomarcados libres penetran dentro de la region inflamada, debido a la permeabilidad
vascular y una vez alli de la region inflamada se unen a los granulocitos. Después de
acumularse en O6rganos periféricos se aprecia una significativa disminucién de
concentracion en sangre. No es posible un diagnéstico diferenciado entre inflamacién
estéril e infectada, pues se observa acumulacién no especifica en tumores (Martin-Comin

J, 2002; Oliva JP, 2002; Klett R, 2003).

En el uso de los BW250/183 se han reportado resultados satisfactorios en el diagnostico
de inflamaciones cronicas intestinales, donde se han observado captaciones
incrementadas hasta después de 24 horas posteriores a la inyeccion. No hay excrecion del
radiocomplejo por via intestinal. Se han reportado también resultados alentadores en el
estudio de infecciones de injertos vasculares, prétesis vasculares en el corazén y de
abscesos pulmonares, pero no en neumonias (Becker W, 1994 ). En el diagndstico de
infecciones 6seas, los abscesos localizados en los segmentos periféricos de los huesos son
diagnosticados con una sensibilidad mayor que en los segmentos proximales; ello es

debido a que existe una alta union fisiolégica del anticuerpo a la médula 6sea.

La dosis a usar depende que se produzca respuesta inmune y formacion de anticuerpos
humanos anti-raton (HAMA), por lo que es recomendado aplicar menos de 125 pg de

anticuerpos por paciente.

AcMo Anti SSEA-1 IgM (LeuTech®: Anti-CD15, Fanolesomab®) radiomarcado con *"Tc:
este anticuerpo es una IgM murina que interacttia con el antigeno CD15, especificamente
expresado en los neutrofilos. Su tamafio molecular es de aproximadamente 50 kDa, por lo
que se acumula rapidamente en el sitio de la infeccion (Love C, 2003 y 2004; Rubello D,
2004). No induce respuesta HAMA (Thakur M, 1996 y 2001) y después de radiomarcado
proporciona buenas imagenes en menos de 60 minutos post inyeccién. El *™Tc-anti

SSEA-1 no presenta retencion pulmonar (Love C, 2004). Se prefieren las imagenes
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tardias o secuenciales a las cuatro y 24 horas (Wolf G, 2001). Ocasiona una disminucién

temporal del conteo de leucocitos circulantes, que se recupera a la hora después de la
administracién intravenosa [Love C, 2004; Palestro CJ, 2002; Keelan E, 1994 ] En
estudios iniciales han mostrado una sensibilidad del 91% y una especificidad del 70%

(Palestro CJ, 2002).

Anticuerpos con antigenos sobre linfocitos. Anticuerpos anti CD2 radiomarcados han

sido utilizados para el diagnostico de rechazo de trasplantes renales (Baum R, 1990).

El CD3 es un antigeno asociado con receptores de las células T, él es un mediador de
funciones bioldgicas después de activados por el enlace del anticuerpo. Han sido
estudiados pacientes con artritis reumatoide mediante el *"Tc-OKT3 (Marcus C, 1994),
donde se reporta que el acumulo del anticuerpo radiomarcado coincide con una
inflamacion intensa en articulaciones antes de que se presentaran los sintomas clinicos. El
uso de este anticuerpo también es asociado con otros efectos debidos a que al unirse al

receptor promueve la liberacion de citoquinas.

Los anti CD4 radiomarcados han sido eficientes en la deteccién de inflamaciones de las
articulaciones en pacientes con artritis reumatoide (Becker W, 1990). En estudios
comparativos usando anti CD4 radiomarcado y *"Tc-IgG policlonal humana, ambas
preparaciones mostraron similares acumulaciones en las articulaciones inflamadas. Con
anti CD4 se noto una actividad de fondo menor debido a su alta acumulacion hepatica y
esplénica, lo que provocd mejor relacion lesién fondo en el area afectada (Kinner R,

1993).

La evaluacion de anti CD25 (IL-2R cadena alfa) para la deteccion de rechazo de
trasplante cardiaco en ratas, report6 discretos avances respecto a su precision diagnostica

(Thedrez P, 1989).

Anticuerpos que actian por adhesion molecular. Las moléculas de adhesion como
ICAM-1, VCAM Yy selectina E, promueven la migracion de leucocitos dentro del tejido
inflamado los cuales son sobre-expresados durante el proceso inmune (Shimizu Y, 1992).
Los Anti-ICAM-MoA-radiomarcados han sido valorados para el diagnostico de rechazo

de trasplantes en modelos con animales (Bellen J, 1994). Las anti-selectina E-MoA han
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sido estudiadas en modelos animales de artritis, donde se observé que se acumulan

selectivamente en articulaciones inflamadas [Keelan E, 1994 ¢)].

Una de las ventajas que presentan los anticuerpos es su facil acceso al antigeno blanco

que esta expresado sobre la superficie de las células; estos no necesitan migrar dentro del

tejido inflamado para fijarse a sus receptores [Keelan E, 1994 @],

AcMo radiomarcados anti-Selectina E: La selectina-E es una molécula de adhesion
endotelial exclusivamente expresada en la superficie de las células activadas
("inflamadas™) y capaces de unirse a los leucocitos [Keelan E, 1994 @ ¥ @] No es
especifica para el diagnostico de infecciones. Fragmentos F (ab’), de un AcMo anti
selectina-E radiomarcado con "'In o *"Tc se han usado satisfactoriamente en el estudio
de las artritis (Jamar F, 1995 y 1997). Debido a la posibilidad de inducir respuesta
HAMA, se ha desarrollado por bioingenieria un anticuerpo de una sola hélice que impide

el desarrollo de dicha respuesta (Renner HJJM, 2001).

AcMo directos contra antigenos microbianos: Al menos en teoria son mas especificos
para imagenes de infeccidon, se han obtenido resultados prometedores en la deteccion de
lesiones sifiliticas, de neumonia por Pneumocistis carini y de infecciones por

Pseudomona aeruginosa (Dass SS, 2002).
Anticuerpos radiomarcados: Ventajas y Limitaciones.

El uso de los anticuerpos presenta varias ventajas comparados con los leucocitos
autélogos radiomarcados. La principal es que se evita la manipulacion con muestras
biolégicas que presenta una potencial posibilidad de contaminacion para el paciente y
para el operario. Ademas, ellos muestran mejor sensibilidad y especificidad en las
mismas condiciones patolégicas. También debido a su enlazamiento a receptores
especificos es que se pueden localizar células especificas en las distintas fases del proceso
inflamatorio. Sin embargo, su uso esta caracterizado por las siguientes desventajas y

limitaciones:

Tienen altos pesos moleculares, lo cual puede ocasionar un impedimento para la difusion

al interior de los sitios de inflamacion.
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Tienen un largo periodo de semieliminacion plasmatica, ellos no son eliminados por los
rifiones, sino por el higado y el sistema reticulo endotelial. Por estas razones muestran
alta radiactividad de fondo, la que decrece lentamente en el tiempo. Es por ello que se
requiere un largo intervalo de tiempo entre la inyeccion del anticuerpo radiomarcado y la

adquisicion de las imagenes para obtener la mejor relacién lesion- fondo.

Son de origen heterélogo e inducen respuesta HAMA, con el posible desarrollo de
reacciones alérgicas, anticuerpos anti-idiotipicos, lo que altera la farmacocinética del
radiofarmaco. Esta es la mayor limitacién cuando la ejecucién de estudios evolutivos con

el mismo anticuerpo es necesaria (Bosslet K, 1989).

Después de la union especifica a los receptores se produce una disminucion considerable
de la poblacion celular y se producen efectos indeseables [Becker W, 1994 ; Marcus C,

1994].

2.6.2 Fragmentos de anticuerpos monoclonales y péptidos derivados de anticuerpos

La ventaja que presentan los fragmentos de anticuerpos con respecto a la biomolécula
intacta radica en su bajo peso molecular. Ellos presentan un rapido aclaramiento
plasmatico, ademas penetran mejor en el tejido inflamado y son menos inmunogénicos
[Becquer W, 1994 ; Fischmann A, 1993]. Dado que dichos fragmentos no presentan la
porcion Fc, esto les confiere mejor especificidad ya que no reconocen el receptor de Fc
presente en los monocitos. Para vencer los problemas que ocasionan los anticuerpos
heter6logos fueron sintetizados anticuerpos quiméricos y humanizados. Estos son
producidos por técnicas recombinantes, su region constante es de origen humano y la
region especifica para la unién del antigeno es de origen murino. En los quiméricos toda
la region variable es de origen murino y corresponde a la secuencia especifica del murino
original; en los humanizados toda la molécula es humana con la excepcion de la region
que reconoce al antigeno. Dicho reconocimiento es responsabilidad de tres islotes de 5 a

10 aminoacidos, llamadas regiones de complementariedad determinada (CDR), dicha
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secuencia es determinada de la region del anticuerpo murino e injertada sobre la
secuencia constante humana. Estos productos han sido usados en pacientes oncol6gicos
donde se ha reportado que existe una mejor tolerancia a ellos (Hazra D, 1995; Khaw B,

1993).

Basado en el mismo principio, existen pequefios péptidos cuya funcion es la union a los
receptores, estan terminados en pequefias unidades que son derivados de las CDR de los
anticuerpos. Estos péptidos forman la regién del anticuerpo que reconoce los antigenos y

estan compuestos por 5-30 aminoacidos (Fischmann A, 1993).

Fragmentos de anticuerpos antigranulocitos: Los fragmentos Fab” y F(ab"),

radiomarcados han sido usados para el diagndstico de tumores en el humano (Siccardi A,

1989) y para la deteccion in vivo de granulocitos [Becker W, 1994 ®)]. Se han realizado

ademas estudios de deteccién de infecciones en tejidos blandos utilizando fragmentos
®mTc-antigranulocitos Fab” en los que se ha corroborado una precision diagndstica
comparada a la obtenida con leucocitos radiomarcados, en imagenes adquiridas en un

tiempo menor a una hora y con una respuesta HAMA insignificante [Becker W, 1994 @],

Fragmentos anti selectina-E F(a).. Los fragmentos anti selectina-E F(ab”). han sido
usados para detectar enfermedades inflamatorias intestinales crénicas (Bhatti M, 1996).
Ellos se acumulan selectivamente en las lesiones de colitis ulcerativas y enfermedad de
Crohn’s; también fue demostrada hiper-expresion de la selectina-E en la mucosa
intestinal segtn estudios in vitro. En los pacientes con la enfermedad inactiva no se

apreciaron acumulaciones del radiofarmaco.

En un estudio comparativo con fragmentos anti- selectin-E F(ab") radiomarcado y con
"n-HIG, donde se estudiaron 20 pacientes con artritis reumatoide, los fragmentos anti-
selectin-E F(ab") mostraron acumulacioén significativa en articulaciones activas, lo cual
mostré buena correlacién con la clinica y mejor sensibilidad que con "'In-HIG (Chapman

P, 1996).

Fragmentos F(ab’) contra antigenos microbianos. El uso de fragmentos especificos
contra antigenos microbianos radiomarcados ha sido evaluado para la detecciéon de

infecciones. Anticuerpos monoclonales directamente contra la bacteria pseudomonas
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aeruginosa han sido usados en modelos de infecciéon en ratas (Rubin R, 1988) y en
pacientes con neumonia por pneumocitis carini, donde se reportd buena precision
diagnéstica (Thakur M, 1990). Sin embargo, esta propuesta solo puede ser usada en

poblaciones con riesgo de infecciones especificas (Goldenberg D, 1994).
2.6.3 Péptido antagonista tuftsin

El tuftsin es un tetrapéptido derivado de la porcion Fc de la IgG; ellos promueven la
fagocitosis y la quimiotaxis de macréfagos y neutr6filos por uniéon a receptores
especificos en dichas células. Un antagonista tuftsin (TKPPR) ha sido sintetizado y
estudiado por su uso en la deteccién, in vivo, de areas de inflamacién aguda. En un
estudio experimental de colitis ulcerativa en ratas fue apreciada gran acumulacion en las
lesiones, atin mayores que las observadas con '''In-leucocitos y en menos tiempo (0.5-1h)

(Peers S, 1995).

2.6.4 Citoquinas

Las citoquinas son una clase de péptidos muy promisorios para la obtencion de
radiofarmacos con potencialidades para el diagndstico certero de varios tipos de
condiciones patoldgicas. Ellas experimentan reaccion con receptores especificos
expresados sobre la superficie celular de poblaciones conocidas. Los receptores de
citoquinas, usualmente de alta afinidad, son generalmente expresados en bajos niveles
sobre las células, pero su expresion puede ser regulada durante la activacion. Varios
complejos citoquina-receptor operan en enfermedades infecciosas, enfermedades
autoinmunes, tumores y en otras condiciones patolégicas. La expresion patologica de los
receptores en los tejidos afectados es un blanco para el diagnéstico de enfermedades

(Nicola N, 1994; Bleeker-Roves, 2004).

Muchas citoquinas tienen buena potencialidad como radiofarmacos las que estan

caracterizadas por:

Bajo peso molecular.
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Rapidos tiempos de vida media bioldgica y aclaramiento sanguineo.
Alta afinidad por sus receptores especificos.

Disponible por técnicas de DNA recombinante.

Son de origen humano y carecen de inmunogenicidad.

Aunque las citoquinas radiomarcadas tienen potencialidad para el estudio de condiciones
fisiopatologicas de varias enfermedades, solo pocas de ellas han sido usadas para el

diagnostico de infecciones.

Interleuquina 1 (IL 1). La IL-1 radiomarcada con "I ha sido usada en modelos animales
de inflamaciones agudas. Los resultados mostraron que el radiofarmaco se iba
acumulando progresivamente en la zona lesionada mas que la mioglobina radiomarcada
(proteina control); la maxima relaciéon lesién/fondo fue obtenida a las 48 horas de
administrado el radiocompuesto (Van der Laken, 1996). Sin embargo la IL-1 es toxica in-
vivo y dado que la maxima cantidad que puede ser usada sin causar efectos adversos es
10 nanogramos (ng)/kg ™, esto la invalida para el diagndstico en humanos. Para resolver
el problema de la toxicidad se investig6 la IL-1ra que es una antagonista para los
receptores de la IL-1, a los cuales se une con una afinidad similar pero no produce efectos
biolégicos indeseables. Sin embargo se ha demostrado la pobre acumulacion de IL-1ra
radiomarcada en abscesos, lo que compromete su potencialidad para estos fines (Van der

Laken C, 1996).

Interleuquina 2 (IL-2). Varias condiciones patologicas tales como enfermedades
autoinmunes, rechazo de trasplantes y ain tumores son caracterizados por infiltracién
crénica de células linfomononucleares en tejidos blanco. Como una consecuencia de
activacion in vivo, las células infiltrantes expresan receptores para la IL-2, en su
superficie (Semenzato G, 1992). Lo que sugiere que la IL-2 radiomarcada puede
reconocer células mononucleares infiltradas. Después de una inyeccion intravenosa de
IL-2 radiomarcada ellas se acumula en los sitios de acumulacion patologica, uniéndose
con alta afinidad a sus receptores, lo que permite la visualizacién de los procesos

patologicos mediante la técnica gammagrafica. La gammagrafia positiva con IL-2
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radiomarcada nos permite corroborar la presencia de linfocitos T activados y por tanto el

estado activado del proceso inflamatorio.

El uso de IL-2 radiomarcada ha sido extenso en modelos en animales y en humanos. En
modelos en animales de diabetes mielitus humana autoinmune con ratas Bio Breeding
Worcester (BB/W) y ratones obesos no diabéticos, mostr6 que después de la
administracién intravenosa, la '?I-IL-2 se acumul6 en el pancreas entre 5-15 minutos
después y fue retenido en el 6rgano afectado (Signore A, 1987 y 1992). Estos resultados
fueron confirmados por gammagrafia y por conteos de radiactividad del 6rgano después
del sacrificio de los animales. Los exdmenes histologicos del pancreas mostraron una
correlacién positiva entre la radiactividad y el titulo de linfocitos infiltrados en dicho
organo, los estudios autoradiograficos confirmaron que la radiactividad fue asociada con
la union IL-2 radiomarcada a sus receptores sobre la superficie de los linfocitos

infiltrantes.

Estudios en humanos mostraron que '*’I-IL-2 puede ser usada con éxito para la deteccién

in-vivo de la presencia de linfocitos en varias condiciones patolégicas, incluyendo a los

diabéticos insulino dependientes, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves,
enfermedad de Crohn’s y otras enfermedades autoinmunes [Signore A, 1993 Y @ y

1996]. Otros estudios para la evaluacion en el diagnéstico de enfermedades
gastrointestinales mostraron una correlacién positiva entre el numero de células
infiltrantes con receptores para IL-2 infiltradas en la mucosa del yeyuno determinado por
técnicas histoldgicas y la acumulacién de radiactividad en el yeyuno causada por '*I-IL-2

(Signore A, 1995).

En un estudio en pacientes con enfermedad tiroidea autoinmune, el *™Tc-IL-2 reveld
linfocitos activados infiltrantes en casos con tiroiditis de Hashimoto y enfermedad de
Graves (Chianelli M, 1996). En pacientes con melanoma la *™Tc-IL-2 detect6 linfocitos
que infiltran los tumores y fue observada una correlacion positiva entre la acumulacion de

#¥mTc-IL-2 y el porcentaje de células Natural killer (NK) circulantes (Barone R, 1996).
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Estos resultados sugieren que IL-2 radiomarcada puede tener una incidencia importante
en el manejo clinico de pacientes con enfermedades autoinmunes y otras condiciones

clinicas caracterizadas por infiltracion de células mononucleares.

Interleukina-8 (IL-8). La IL-8 radiomarcada con '*°I ha sido usada en modelos animales
con inflamacién aguda y su acumulacién en los abscesos ha sido comparada con la que
: 67 111 3 125 L s A
experimenta el *’Ga e "'In-leucocitos. La "*I-IL-8 muestra rapida acumulacion en los
sitios de inflamacién (méaxima acumulacién a las dos horas), la cual fue mayor a la

observada con "'In-leucocitos (Bleeker-Rovers CP, 2004). En un estudio clinico en 8

pacientes con osteomielitis la IL-8 radiomarcada con "*'I detecté eficientemente los focos
infecciosos y ningun paciente mostro reacciones adversas (Gross M, 1996). Estos fueron
los primeros resultados que demostraron las potencialidades de esta citoquina

radiomarcada, para el diagndstico de infecciones y su uso en humanos.

Citoquinas radiomarcadas: Ventajas y limitaciones. Las citoquinas tienen una funcién

biolégica especifica in vivo especialmente a muy bajas dosis y su uso en los humanos a

veces no es posible. Para minimizar los posibles efectos indeseables ellas deben ser
radiomarcadas con alta actividad especifica, lo cual muchas veces es imposible. Ademas
se debe disefiar una metodologia de radiomarcaje cuidadosamente estudiada para impedir
que pierdan su capacidad de reconocer a sus receptores especificos, lo cual sucede

frecuentemente (Bleeker-Rovers CP, 2004).

2.6.5 Péptidos quimiotacticos

El N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP) es un péptido quimiotactico bien
conocido y estudiado, tiene un peso molecular de 437 daltons (Da) y es producido por
bacterias. El fMLP presenta gran afinidad por sus receptores especificos, expresados en la
superficie de las membranas de los granulocitos, estimula la quimiotaxis de los
granulocitos, regula la expresion de moléculas de adhesion e incrementa la permeabilidad

vascular (Roitt, 1994). Es bastante toxico ya que induce severa granulocitopenia.

En 1981, el uso de un anéalogo del fMLP radiomarcado fue valorado, pero fue imposible
lograr una actividad especifica suficientemente alta para evitar granulocitopenia (Zoghbi

S, 1981). Posteriormente se describié la sintesis de diferentes andlogos del fMLP
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marcados con "'In y su uso en modelos de inflamacién aguda en ratas (Fischmann A,
1991). En este estudio reportaron acumulaciéon de los analogos de fMLP radiomarcados
en los abscesos experimentales con moderados efectos sobre los niveles sanguineos de
neutréfilos. Sin embargo no fueron obtenidas evidencias conclusivas sobre su efectividad
para la localizacion de focos inflamatorios; los abscesos experimentales fueron
visualizados a los cinco minutos de inyectado el radiofarmaco pero la actividad decrecié
sustancialmente en el tiempo. En estudios posteriores los andlogos de fMLP fueron
radiomarcados con ®"Tc para aumentar la actividad especifica, el radiofarmaco fue
purificado por HPLC [Babich J, 1993 ®]. Se aprecié una disminucién de la
granulocitopenia, con buena acumulacion en los abscesos en modelos experimentales de
infeccion aguda en ratas y conejos una horas después de la inyeccion con baja radiacion
de fondo. En un estudio comparativo, en abscesos experimentales en conejos, los
analogos de fMLP radiomarcados se acumularon con mayor precisiéon que los leucocitos

radiomarcados [Babich J, 1993 @].

Los resultados obtenidos con estos radiofarmacos para la deteccion de infecciones agudas
fueron alentadores. Sin embargo con el paso del tiempo las investigaciones encaminadas
a su aplicacion clinica no han aportado los resultados esperados fundamentalmente por su

potencial toxicidad y disponibilidad.
2.6.6 JOO1X.

El JO01X es poligalactosido acetilado, no pirogénico aislado de las membranas de los
proteoglicanos especificamente de una cepa no patogénica de klebsiella pneumoniae, se
unen a los receptores CD11b expresados sobre los monocitos, las células NK y los
macrofagos y a los CD14, receptor de polisacaridos expresado sobre los monocitos y
macrofagos (Zayas F, 2002). E1 JO01X radiomarcado ha sido usado para la deteccién de
alveolitis e inflamaciones de nodos linfaticos en estudios experimentales de beriliosis
crénica en bovinos [Diot P, 1992 @], lesiones inflamatorias en cerdos (Perrin E, 1993) y
en un modelo de artritis en conejos (Goupille P, 1994). En humanos el J0O01X ha sido
usado para imdgenes de sarcoidiosis [Diot P, 1992 ®]. Fue concebido como un

promisorio agente para la deteccion de macréfagos infiltrados en lesiones inflamatorias,
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pero sus usos clinicos no han tenido aceptacion debido a la baja disponibilidad y a lo
costoso de su obtencion. Ademas los resultados respecto a la precision diagnostica son

controversiales.

2.6.7 Analogos de la somatostatina

Los andlogos de la somatostatina radiomarcados han sido extensivamente usados para la
deteccién de tumores neuroendocrinos (Kreening E, 1995). Los receptores de la

somatostatina (RS) son también expresados sobre el tejido linfatico (Reubi J, 1993).

La hiperexpresion de los RS ha sido reportada en células intestinales con colitis ulcerativa

activa y enfermedad de Crohn’s. Fueron también identificados in vitro en pacientes con

artritis reumatoidea [Van Hegen P, 1994 @],

Estudios en pacientes con sarcoidosis activa, los RS fueron encontrados in vitro en
multiples granulomas; los receptores, fueron predominantemente localizados en las areas
que contenian células epiteliales, no asociadas con linfocitos. No se observaron RS en
pacientes tratados con esteroides exitosamente, quienes mostraron una completa

esclerosis de las lesiones granulomatosas. Observaciones similares fueron reportadas para

pacientes con tuberculosis [Van Hagen P, 1994 @],

Se han obtenido resultados contrastantes en la enfermedad de Graves. Algunos estudios
han reportado la acumulacién de ''In-pentetreotide en la tiroides y en el espacio retro-
orbital en pacientes con exoftalmos (Diaz M, 1993; Postema P, 1995). Sin embargo, otras
investigaciones confirmaron la acumulacion en la tiroides del octreotide radiomarcado
pero no en el espacio retro-orbital (Eberhardt J, 1993, Bohuslavizki K, 1995). Este
fenomeno debe estar relacionado con la muestra de pacientes seleccionada ya que en las
primeras fases de la enfermedad de Graves es cuando ocurre una infiltracion activa; en la
fase tardia de la enfermedad, hay actividad fibroblastica con la consecuente fibrosis en la
region retro-orbital y la consecuente expresion nula de receptores de la somatostatina

(Bahn R, 1993, Hursley J, 1994).
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Estudios en modelos de inflamaciones agudas, en animales de experimentacion, revelaron
que "'In-octretide no es apropiado para la deteccién de abscesos (Oyen W, 1994), ya que

fue evidenciada baja acumulacién y poca retencién en el tiempo.

2.6.8 Sustancia P

La sustancia P es un péptido neuroendocrino que juega un importante papel en el control
de los receptores de algunos tumores de origen epitelial. La hiperexpresion de los
receptores para la sustancia P también es observada en las células endoteliales de los
focos inflamatorios (Reubi J, 1995). La referida sustancia radiomarcada con "'In ha sido
utilizada para la deteccién de tumores neuroendocrinos e inflamaciones en modelos
animales (Breeman W, 1996). En estudios con pacientes portadores de enfermedades
inmunoldgicas se ha reportado que la '''In-sustancia P permite la visualizacién del timo y
los sitios inflamados en varios cuadros clinicos y tipos de enfermedades (Van Hagen M,

1996).
2.6.9 Defensinas

Término utilizado para designar una variedad de péptidos cationicos antimicrobianos
endogenos que protejen contra ataques microbianos y contribuyen a la resistencia natural
ante la infeccion (Dass SS, 2002 y Lupetti A, 2003). Son pequefios péptidos que
contienen entre 8 y 35 residuos de aminoacidos; sintetizados por varios tipos de células
de mamiferos, sobre todo por los precursores de los neutréfilos en la médula Osea.
Constituyen del 5 al 7% del total de las proteinas en los neutréfilos y estan presentes en
altas concentraciones en los granulos azurosos y en las vacuolas fagociticas; por lo que
también son llamados péptidos neutrofilicos humanos, de los que existen cuatro tipos
(PNH 1-4) (Dass SS, 2002). Poseen un amplio espectro de accion antimicrobiana contra
bacterias, hongos y virus (Welling MM, 2000 ). Tedricamente las cargas catiénicas

facilitan su union a varios microorganismos (Renner HJJM, 2001).
Se categorizan de acuerdo a la clase estructural principal en: (Larinka M, 2003)

. Péptidos lineales que adoptan una estructura o helicoidal.
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. Péptidos con puentes disulfuro.
. Péptidos ricos en grupos aminos.

Son liberados dentro del fagosoma, donde contribuyen a la muerte citotéxica oxigeno
independiente de los microorganismos fagocitados. Acttian por insercion en el interior de
la membrana celular de la célula diana, donde forman canales i6nicos y provocan que la
membrana celular microbiana se vuelva permeable y el microorganismo muera. Pero este
" mecanismo asesino ~" no es especifico para los microorganismos por lo que las células
normales también pueden ser destruidas si el tratamiento no es cuidadosamente
controlado y confinado a las vacuolas fagociticas dentro de los neutréfilos (Dass SS,
2002; Britton KE, 2000). La concentracion plasmatica de los PNH se eleva a niveles muy

altos en las infecciones. Las prodefensinas circulan en el plasma como formas libres en
contraste, las defensinas 1-3 se unen a la 02 macroglobulina, a la albiimina y a las

inmunoglobulinas (Dass SS, 2002).

Dentro de este grupo se encuentra un grupo de radiofirmacos de *™Tc derivados de la
Ubiquicidina (UBI) y sus variantes son UBI 29-41, UBI 18-35 y UBI 31-38. Estudios en
animales de experimentacién y en humanos permitieron la deteccion de lesiones
infecciosas (Zayas F. 2002; Welling MM, 2002; Ferro G, 2003; Meléndez L, 2003; Katar
M, 2005). Son preferidos por algunos investigadores ya que pueden ser sintetizados y
porque no producen efectos adverso desde el punto de vista inmunolégico (Dass SS,

2002). Su principal desventaja es lo costoso que resulta el proceso de sintesis.
2.6.10 ['*F] fluor-2-desoxi-D-glucosa (FDG)

Formada por dos componentes; la 2-desoxiglucosa, que es un analogo de la glucosa y el
radionticlido '°F. Este elemento es un producto con T de 110 minutos, emisor de
positrones con recorrido de 2.4 milimetros (mm) en agua, que produce, por aniquilacion
con los electrones, 2 cuantos gamma de 511 keV que viajan en un angulo de 180° uno de
otro. Se administra por via endovenosa, se distribuye por el pool vascular y es captado
por las células inflamatorias con requerimientos metabdlicos incrementados, mediante el
mecanismo de transporte facilitado que utiliza la glucosa (proteinas GLUT 1-7), de esta

forma se inicia la via glicolitica con la fosforilacién por la enzima exoquinasa, y se forma
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la 2-FDG-fosfato, que carece de grupo hidroxilo en C, y no puede continuar la via por no
poder actuar la fosfoglucosa isomerasa. Por tanto, a diferencia de la glucosa, no puede
abandonar la célula una vez que es captada por ella (atrapamiento metabélico) (Chacko
TK, 2003; Stumpe KDM, 2000). Puede utilizarse para la obtencién de imagenes
gammagraficas de células con alta actividad glicolitica como las tumorales malignas y las
inflamatorias, por lo que no debe esperarse una alta especificidad (Renner HJJM, 2001;
Chacko TK, 2003; Pefiuelas I, 2001; Borrego I, 2002; Grupo PET SEMN, 2002). La
técnica se encarece al ser el ®F un producto de ciclotrén. No esta disponible en todos los
paises, ni homogéneamente dentro de muchos paises. Su elevado costo limita la
generalizacion para el diagnostico de infecciones. Se ha utilizado en diversos tipos de
procesos inflamatorios-infecciosos; en los procesos infecciosos del esqueleto axial ha
mostrado mayor sensibilidad que los leucocitos marcados con "'In, pues no se acumula
en la médula 6sea (Stumpe KDM, 2000; Meller J, 2002; Palmedo H, 2001) y en la
deteccion de las osteomielitis crénicas es superior a los leucocitos marcados porque no

solo se acumula en los tejidos con infiltrado de polimorfonucleares, sino también en las
inflamaciones crénicas [Meller J, 2002; Winter F de, 2001 “]. La captacion por los focos

infecciosos es afectada por los niveles de glucosa sérica (Renner HJJM, 2001).

El uso de "F-FDG con cdmara de coincidencia demostrd ser superior a los leucocitos
marcados en los estudios de las osteomielitis crénicas (Meller J, 2002). Presenta mejor
exactitud diagnostica en las infecciones de las artroplastias totales de columna (ATC) que
en las artroplastias totales de rodilla (ATR) (Larinka M, 2003) ademas existen evidencias
de captacion no patologica mantenida después de colocada una ATC (Zhuang H, 2002).
Se sugiere que puede diferenciarse entre sinovitis, aflojamiento aséptico y séptico en la
ATC y ATR segun la localizacion y la extension del incremento del metabolismo de la

glucosa alrededor del implante (Chacko TK, 2003).

En la actualidad, fundamentalmente se aplica en los pacientes con VIH/SIDA que
presentan sospechas de infecciones toracicas o del sistema nervioso central, y en los

pacientes con FOD (Lorenzen, 2001; Oyen WJC, 2003; Bucosmbe, 2003).

La mayor resolucién espacial del sistema Tomografia por Emision de Positrones

(conocido en lengua inglesa como PET) permite obtener imagenes mas especificas, a lo
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que se suma la rdpida acumulacién en el sitio de infeccion, son sus mayores ventajas
(Renner HJJM, 2001; Kalikle T, 2000). Su valor afiadido radica en el alto valor predictivo
negativo (Bischof A, 2002). En el 2002 se introdujo la **F-fluroetil-L-tirosina (‘**FFET) en
lugar de la "®FDG para los estudios de PET (Kaim AH, 2002).

2.6.11 Antibioticos radiomarcados
2.6.11.1 Tetraciclinas

El uso de antibioticos radiomarcados se remonta a la década de los 70"s cuando un grupo
de investigadores sintetizaron la tetraciclina radiomarcada con *'I (TET-"*'I) (Chaucey
DM, 1976). Se alcanz6 una pureza maxima de 85% y una estabilidad del marcaje de 72
horas almacenada a cuatro grados Celsius. En estudios experimentales en ratas con
abscesos inoculados (Staphilococcus aureus), donde se comparé al “Ga y la *'I-TET para
detectar abscesos se demostrd que la concentracion del “Ga fue significativamente mayor
tanto a las 24 como a las 72 horas de administrados los radiofarmacos (Chaucey DM,
1976). Su aplicacion clinica en el estudio de procesos inflamatorios no tuvo aceptacién y

fue mas ntil en estudios de tumores.

En la década de los 80°s se sintetizo la pirrolidino-metil tetraciclina radiomarcada con
PnTe [¥"Tc-PMT] (Shafig YF, 1988). Este radiofarmaco presenta una gran afinidad por
tumores (Shiozaki T, 2003); este hallazgo motivé que su uso en la deteccion de

inflamaciones no haya tenido una gran aceptacion en la comunidad médica.

La tetraciclina también fue radiomarcada con *™Tc (*"Tc-TET), donde se pudo obtener

un rendimiento de marcaje solo del 50% a pH neutro (Ibafiez-Zurriaga A, 1986). Este

resultado invalida el radiofarmaco para su uso clinico.
2.6.11.2 Quinolonas

Se han obtenido alentadores resultados sobre el uso de las quinolonas radiomarcadas con
®"Tc y con "°F. Ellas pueden ser detectadas en el sitio de inflamacién con alta precision
aun antes de que se produzca alguna migracion de leucocitos al sitio inflamado

(Vinjamuri S, 1996).
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8F-fleroxacina: La biodistribucion de este radiofdrmaco se caracteriza por presentar una
gran concentracion en varios organos periféricos (Fischman AJ, 1992). En todos los
modelos de infeccién estudiados, en varias especies de animales, se observd que no
existen diferencias significativas entre la acumulacién en las lesiones musculares
infectadas con Escherichia Coli (EC) y las regiones anatomicas contralaterales, sanas
(Fischman AJ, 1992), lo que limita considerablemente su uso aun en la deteccion de

inflamaciones estériles.

8F-trovafloxacina: Presenta una biodistribucion desfavorable para su uso en el
diagnostico in_vivo de inflamaciones puesto que se acumula significativamente en
rifiones, higado, pulmones y sangre. En modelos de infeccion con EC se constatd que
existen concentraciones en la zona lesionada similares a la de los tejidos sanos, esto

significa que su uso in vivo en este sentido no seria adecuado (Fischman AJ, 1997)

#mTe-Ciprofloxacina: En busca del radiofirmaco de eleccion para el diagndstico
especifico de infecciones, es que se desarrolla la *"Tc-ciprofloxacina o *"Tc-Infectdn,
como se le conoce cominmente, que se fija inicamente en los sitios donde hay bacterias
vivas segun Britton KE, 1997. El nombre quimico del principio activo es, acido-3-
quinolinecarboxilico,  1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil);  su
estructura quimica y peso molecular son (Ci7HisFN3O3) y 331.35 g/mol respectivamente.
Presenta una biodisponibilidad de un 69%; es metabolizado en el higado por el
Citocromo P450 1A2, su excrecion es fundamentalmente renal. Este antibidtico penetra a
las bacterias por difusion pasiva e inhibe la topoisomerasa II (ADN girasa enzimética), la
cual actta en el superenrrollamiento negativo de las cadenas de ADN y de esa forma se
inhibe la replicacién celular (Mandell GL, 1996), por tanto marcando el antibiético con
un radioisétopo, podria comportarse como su especie nativa y unirse selectivamente
sobre las bacterias vivas y de esta manera aportar imagenes gammagraficas de sitios

infecciosos activos (Britton KE, 1997).
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Figura 1. Estructura molecular de la ciprofloxacina (1-ciclopropil-7-fluoro-1,4-dihidro-4-

oxo0-8-piperazina-1-quinolona-3-acido carboxilo).

Observando la estructura molecular del antibidtico se puede apreciar que presenta varios
grupos reducidos con potencialidades para formar enlaces de coordinacion. En orden de
prioridad presenta un grupo amino secundario, dos grupos carbonilos y un grupo
hidroxilo, los cuales pueden formar radiocomplejos con el *™Tc, sin comprometer la

actividad biolégica del farmaco.

No obstante la controversial eficiencia de este radiofarmaco dada fundamentalmente, por
su pureza y por su elevada biodistribucion hepatica, renal y en médula 6sea (Vinjamuri S,
1996; Briton KE, 1997; Hall AV, 1998), su aplicacion clinica ha seguido en aumento. Se
ha demostrado que el antibiético marcado con *™Tc (*"Tc-ciprofloxacina) posee ventajas
sobre las células blancas de la sangre marcadas con el mismo radioisétopo (*"Tc-
HMPAO-WBC) para los mismos fines, dicho radiofarmaco ha presentado mayor
especificidad por infecciones bacterianas, su preparacion es mas sencilla, rapida, menos
costosa y menos riesgosa para el paciente, ademas proporciona imagenes gammagraficas
de mejor calidad. La influencia del método de preparacion es significativamente incidente
sobre la calidad del producto. Se ha demostrado que preparando el radiofdrmaco con
reductores como acido formamidin sulfénico (AFS) o estafio (IT) hidratado e incubando a
temperatura ambiente o utilizando dos variantes para aplicar calor a las soluciones, los
productos mostraron diferentes propiedades quimicas y bioldgicas. *™Tc-ciprofloxacina
preparada usando AFS y aplicando calor con microwave mostro las mas atractivas

propiedades (Oh J, 2002).

En un estudio mas reciente se ha reportado que no existen diferencias significativas en

cuanto al rendimiento de marcaje a temperatura ambiente o incubando a altas
temperaturas (aproximadamente 100°C), utilizando la misma cantidad de SnCl,.2H-0.

No obstante recomiendan purificar a través de filtro 0,22um, para reducir la cantidad de
coloides de un 17% a un 7,2% (Lima JET, 2004); esta observacion confirma que existen
impurezas marcadas en la solucién del radiofarmaco que pudieran ser eliminadas
ajustando la formulacién para economizar el procedimiento y hacerlo mas eficiente y
generalizable.
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Mediante el uso del polimero redox a([3)-Alanina —N, N-diacetato sobre una matrix de

dextrano como reductor se obtuvieron marcajes de ciprofloxacina con *Tc, superiores a

95% y con adecuada estabilidad (Kleisner I, 2002).

Utilizando tartrato estanoso en una relacién antibiotico/reductor de 4mg/500ug vy
400MBq del radioisétopo e incubada a 60°C, se reportd una deficiente eficiencia de
marcaje de 81+4% la cual mejoré significativamente al ser purificada en columnas C18
obteniéndose rendimientos de pureza superiores a 95%, esta variante encarece la

obtencion de dicho producto (Siaens RH, 2004).

Ensayos in vitro de afinidad de la *™Tc-ciprofloxacina por bacterias vivas han mostrado
que no existen diferencias significativas en cuanto al enlazamiento, entre el radiofarmaco
preparado utilizando AFS como reductor y calor respecto al producto utilizando
SnCL.2H,O a temperatura ambiente. Es significativamente disminuida la union del
radiofarmaco a los microorganismos cuando se utiliza SnCl,.2H,0 como reductor y calor
(Oh J, 2002). El calentamiento en condiciones muy dacidas provoca cambios en las
propiedades bioldgicas de los antibiéticos causados por la formacién de sales polares, lo
que perjudica considerablemente la union a bacterias. Cuando se marca en medio neutral
y a temperatura ambiente suele mejorar el enlazamiento a bacterias in vitro (Hooper DC,

1987). La conservacion de la actividad farmacologica marcando a TA esta sustentada por
reportes recientes, en los que se afirman que a la referida temperatura y con 100ug del

reductor se conserva la afinidad biolégica con eficiencia (Sierra JM, 2008). Utilizando

tartrato estanoso como reductor, mostré un enlazamiento no especifico a Staphilococcus

aureus (SA) y Candida Albicans (CA) de solo el 3% y 6% respectivamente (Siaens RH,
2004).

Un estudio de biodistribucion en ratas Sprague-Dawley machos mostré gran acumulacion

radiactiva en higado y bazo, la actividad en sangre se mantuvo entre 0,415 y 0,704% de la
dosis inyectada a las cuatro horas de dicha inyeccion, caracteristico de productos del
calentamiento para optimizar la reaccion, lo que cambia significativamente cuando se
procede a marcar a temperatura ambiente (TA), donde la actividad vari6 entre 0,18 y
0,20%. No obstante, los farmacos incubados a dicha temperatura, presentan mayor
acumulacion en rifiones, lo que requiere de un analisis consensual a la hora de escoger la
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técnica de radiomarcaje (Oh J, 2002). En general el producto *"Tc-ciprofloxacina
obtenido por diferentes métodos y no purificadas arrojaran diferentes patrones de
biodistribucién, debido a los productos de la desintegraciéon molecular de la quinolona.
Pero una vez purificados; los resultados son similares, la actividad renal aumentada
sugiere que es la principal via de eliminaciéon. Como un resultado significativo se ha
reportado que los productos de la descomposicién de la molécula durante el proceso de
preparacion, son los que pueden causar las altas acumulaciones en higado, el bazo y los

rifiones.

La biodistribucién y la dosimetria interna en humanos del antibi6tico radiomarcado con
"Tc segiin el método del AFS incubando a 100°C y purificado, manifiesta una rapida
excrecion urinaria con baja acumulacién en pulmones, médula 6sea, cerebro e higado con
baja excrecion a través de este organo. Aproximadamente el 60% de la dosis inyectada es
recobrada en la orina a las 24 horas de comenzado el estudio. Los tiempos de residencia
son marcadamente mayores en intestino delgado, intestino grueso, vejiga e higado en casi
todos los sujetos estudiados. La mayor dosis absorbida es recibida por la vejiga, la
tiroides, intestinos delgado y grueso, asi como en el ttero, resultados acordes con los

tiempos de residencia. La biodistribucion y la dosimetria son adecuadas para su
utilizacién en estudios tomograficos en busca de lesiones profundas [Winter F de, 2001

W], A pesar de que se han ejecutado muchos estudios clinicos en el campo del diagndstico
gammagrafico con *™Tc-ciprofloxacina (2mg/paciente), no han sido reportados eventos

adversos.

"8F-Ciprofloxacina: Este radiofairmaco ha sido evaluado recientemente tanto en
experimentos in vitro con EC, como in vivo en pacientes con infecciones de tejidos
blandos de las extremidades inferiores. Las acumulaciones en los islotes de bacterias in.
vitro son rapidas siendo, similar en islotes sensibles al antibiotico que a los resistentes. En
los estudios in vivo se constaté que la acumulacion del radiofarmaco se aprecia
incrementada inmediatamente después de la inyeccion, dicha acumulacién desaparece a
medida que va pasando el tiempo, lo que sugiere que la penetracion inicial sigue la ruta

de la permeabilidad vascular y no por afinidad a los microorganismos (Langer O, 2005).
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#mTec-Enrofloxacina: Se ha demostrado que se logra un porciento de radiomarcaje similar
al de la *"Tc-ciprofloxacina (>90%), presentan una estabilidad similar en suero humano
y en soluciones con exceso de cisteinas. La biodistribucion muestra que se acumula
selectivamene en la lesion infectada una hora después de inyectada y que no existen
diferencias significativas en cuanto a su acumulacion en los sitios inflamados respecto a
la #™Tc-ciprofloxacina, pero desarrolla una acumulacién mayor en tejidos sanos (Siaens

RH, 2004).

PmTe-ceftizoxima (P"Tc-CFT): La ®"Tc-CFT ha sido evaluada recientemente en modelos
en animales con ratas a las que se les inoculé una lesion inflamatoria con SA. Los
resultados muestran que la acumulacién del radiofarmaco en las inflamaciones infectadas
fueron significativamente mayor que en las lesiones no infectadas (2.4+0.22 vs 1.5£0.05
respectivamente). En modelos de osteomielitis se aprecia altas acumulaciones del
radiofarmaco en las bacterias por lo que constituye un agente promisorio para la

diferenciacion entre inflamaciones infectadas de las no infectadas (Diniz SO, 2008).
2.6.11.3 Microesferas de izoniacida marcadas con *™Tc (*"Tc-INH)

La izoniacida es una droga de primera linea para el tratamiento de la tuberculosis. La
optimizacion del marcaje de las microesferas de izoniacida con *"Tc, fue realizada
probando varias concentraciones de estafio (25-200 pg) y varios valores de pH (5-7.5).
Finalmente se optimizé obteniendo 96% de pureza radioquimica con 60 pg del reductor y
a un pH de 7.5 (Samad A, 2008). La biocinética muestra un rapido aclaramiento de la
sangre y altas acumulaciones en el higado, intestino, pulmones y rifiones. La eficiencia en
la terapia antituberculosa es consistente con la acumulacion pulmonar (Samad A, 2008).
Este radiofarmaco tiene como inconveniente que presenta buena afinidad por varios tipos
de células tumorales como las células tumorales del Sarcoma 180 (Yamada N, 1987).
Este fenémeno compromete la especificidad diagnéstica del radiofarmaco en lesiones

infecciosas.

2.6.11.4 Ethambutol.
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Es un agente anti mycobacterium empleado contra la tuberculosis, su mecanismo de

accion se basa en la inhibicién de la sintesis del dcido micolico. Ha sido radiomarcado

con *®"Tc y probado exitosamente en animales (Dass SS, 2003).
2.6.11.5 Fluconazol.

Inhibe la sintesis del ergosterol; radiomarcado con *"Tc ha distinguido las infecciones

por CA en estudios en ratones (Lupetti A, 2002).
2.7 Estado actual del conocimiento del problema de investigacion.

Desde principios de la década de los 90°s un grupo de investigadores en nuestro pais
comenzd a trabajar en la busqueda de un radiofarmaco para el diagnostico de
inflamaciones que pudiera ser disefiado en forma de kit o al menos optimizar una técnica
de produccién a nivel hospitalario, en aras de facilitar su generalizaciéon a todos los
servicios de medicina nuclear de Cuba. En tal sentido se dio a conocer la optimizacion de
un kit para el marcaje de IgG policlonal humana con *™Tc, el cual procuraba marcajes
superiores a 95% de pureza, adecuadas relacion lesion/fondo y estabilidad de la marca
(Hernandez A, 1995; Perera A, 1999). Un estudio clinico, dirigido al diagnostico de
infecciones 6seas demostré buenos resultados de sensibilidad pero limitada especificidad,
resultados similares a los reportados internacionalmente por lo que su aplicacion clinica
generalizada no progreso y se decidié probar con otras alternativas (Renner HJJM, 2001;
Marrero, 2003). En busca de la opcion mas asequible para nuestro sistema de salud y que
al mismo tiempo fuera un producto con alentadoras cualidades para el diagnostico de
inflamaciones, se decidi6 disefiar una formulacién modificada de **"Tc-ciprofloxacina
como el radiofarmaco mas prometedor segun Britton KE y colaboradores (1997). Asi fue
como desde 1998 se comenzé trabajar en la obtencién de una formulacién de *™Tc-
ciprofloxacina. En el afio 2000 se publicaron los primeros resultados basados en la
utilizacion de un método cromatografico de exclusiébn molecular para calcular la
concentracion de radiocoloides presentes (Zayas F, 2000). En este trabajo se reportaron

los primeros resultados de radiomarcaje positivos, es decir una pureza superior a 90%.

En el afio 2002 el Centro de Investigaciones Cinicas (CIC), conjuntamente con el Centro

de Isétopos iniciaron la ejecuciéon de un proyecto ramal financiado por la Agencia de
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Energia Nuclear de Cuba (PRN/1-2/1-2002.CIC) cuyo objetivo principal era obtener una
formulacion generalizable que presentaba como novedad la obtencién de una formulacion
de *™Tc-ciprofloxacina, mediante la aplicacién de pequefias cantidades de SnF, como
reductor del metal radiactivo. Los primero resultados fueron alentadores debido a que se
obtuvo una pureza del radiofarmaco superior a 90% y una estabilidad superior a las
cuatro horas. Los estudios de biodistribucion confirmaron que el producto era
biocinéticamente adecuado, los primeros reportes fueron publicados en el 2005 en la

Revista Espafiola de Medicina Nuclear y en la Revista CNIC de Ciencias Bioldgicas

[Hernandez A, 2005 ® Y @],

Como otra alternativa a explotar, actualmente se esta incursionado en el desarrollo de una
formulacién para obtener *™Tc-UBI 29-41 y en un ensayo clinico basado en el uso de
PMTc-UBI-29-41para el diagnostico de sépsis musculo-esquelética, dicha investigacién
clinica se esta ejecutando con un radiofarmaco comercial, con el objetivo de valorar su
eficacia. Los primeros resultados clinicos han sido publicados recientemente en la

Revista Espafiola de Medicina Nuclear (Hernandez A, 2008).

En el afio 2007 se publico que entre las enfermedades de mayor incidencia en la pobla-
cion cubana se registraron algunas infecciosas graves como son la tuberculosis total, la
meningitis meningococica, SIDA, Meningoencefalitis bacteriana y Streptecoco neumo-
niae con incidencias que oscilan entre 74 y 754 casos por afio (Anuario Estadistico de Sa-
lud, MINSAP, Cuba, 2007).

Entre las patologias infecciosas mas frecuentes en nuestro pais se encuentran las osteoar-
ticulares, las cuales tienen un importante impacto social y econéomico, dado que constitu-
yen el 4.21% del total de ingresos en los hospitales ortopédicos del pais, donde una cama
en una sala de cirugia séptica cuesta 28.00$ diarios con un promedio de estadia de 175
dias (Marrero LO, 2006). Debido a la no disposicién de la técnica gammagréafica para el
diagnostico temprano actualmente muchos de estos casos son diagnosticados después que
se ha producido un dafio 6seo considerable, con una decalcificacion comprendida entre el
30 y el 50%, lo que provoca una complicacion, ya que en muchos casos los dafios son
irreversibles, lo cual provoca que muchos pacientes queden mutilados o con secuelas que

limitan sus funciones motoras (Marrero LO, 2006).
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Capitulo ITI. MATERIALES Y METODOS

3.1 Radiomarcajes
3.1.1 Formacion del radiocomplejo por via directa. Formulacion 1 (F1)

Solucion A: Se tomaron 20 miligramos (mg) de ciprofloxacina deshidratada (Bayer,
Alemania), y se disolvieron en 10 mililitros (mL) de solucién de cloruro de sodio al 0.9%

(NaCl 0.9%) nitrogenada, (Hemoderivados, IMEFA, Cuba).

Solucion B: Se pesaron 10 mg de fluoruro de estafio (SnF,), (SIGMA, Inglaterra) que se
disolvieron en 200 microlitros (pL) de acido clorhidrico (HCL) 0,01 N (Merck,
Inglaterra) y se agitaron vigorosamente a temperatura ambiente. Posteriormente en una
probeta se ajusté el volumen a 10 mL con agua estéril para inyeccién, con atmdsfera de

nitrogeno, quedando una concentracion de 1 mg/ml.

Procedimiento: Solo se varié la masa del reductor y la temperatura de incubacion, el
resto de los componentes y la metodologia se mantuvieron sin variacion, es decir se
utilizaron 2 mg del antibitico y 370 megabequerel (MBq) de *"Tc (Solanki KK, 1993;
Lima GET, 2004; Oh SJ, 2002). En un frasco estéril se afiadi6 1,0 mL de solucién A, a
esta se afiadieron volumenes entre 0,005 a 0,07 mL (5 a 70 pg) de solucion B y una
actividad total de 370 MBq de *"Tc procedente de un generador *Mo/*"Tc (CIS
Biointernational, Francia) en un volumen no mayor a 2 ml, el pH se ajusté a 3,3-3,5
utilizando HCL 0,001N y PBS 0,1M (Oh SJ, 2002; Lima GET, 2004). Para cada
concentracion de reductor se testaron 10 muestras, cinco de ellas se incubaron a
temperatura ambiente (TA), por 30 minutos, y las cinco restantes en un bafio de agua

hirviendo (BAH) durante 10 minutos.

3.1.2 Formacion del radiocomplejo por via indirecta. Formulacion 2 (F2).
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Sintesis del conjugado (HYNIC) -Ciprofloxacina:

Solucién 1: Se pesaron en una balanza analitica (Saltorius, Alemania) 1,30 mg de

HYNIC-BOC (SIGMA, Inglaterra). Se disolvieron en 100 pl de dimetilformamida
(DMF) (SIGMA, Inglaterra).

Solucion 2: Se pesaron 2 mg de o-(7-azabensotriazolil)-1, 1, 3, 3 tetrametiluronio
hexafluorofosfato) (HATU) (MERK, Inglaterra). Se disolvieron en 100ul de DMF
(SIGMA, Inglaterra).

Solucion 3: Se tomaron 10l de di-isopropiletilamina. Se disolvieron en 300 pul de DMF
(SIGMA, Inglaterra).

Procedimiento para la sintesis del conjugado: En un vial limpio se mezclaron 80 ul de
la Solucion 1, 50 pl de la Solucién 2 y 50 pl de la Solucion 3, la mezcla de reaccion se
dejo reaccionar por 15 minutos a temperatura ambiente. En otro vial se colocé 1 mg de
Ciprofloxacina en polvo (Bayer, Alemania) a la cual se le adicion6 5 pl de HCL 0,1N
(MERCK, Inglaterra) y después 20 pl de DMF (SIGMA, Inglaterra). A este vial se le
agreg6 70 Ml de la mezcla de reaccion. Esta mezcla se dejé reaccionar por 90 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente a esto la reaccion se detuvo con la adicion de 1 ml

de agua.

Se activd una minicolumna Sep-Pak C18 con 5 ml de alcohol etilico, 5 ml de agua y 5 ml
de aire y posteriormente se purifico el conjugado a través de dicha columna, se colectaron
las fracciones de mayor concentraciéon del conjugado en acetonitrilo al 50% y al 100% las

que se mezclaron obteniéndose un volumen total de 3 ml.

La pureza del conjugado se verificé por cromatografia liquida de alta precision (HPLC)
realizado con un equipo Waters (MA, USA) y el sofweare empleado fue el Millenium

dicho equipo cont6 con detectores de radiactividad y UV-fotodiodo en linea. El método
empleado fue YMC ODS-AQ S5 con columnas (5um, 4.6x250mm). El sistema de

gradientes en fase reversa mantuvo un flujo de 1ml/min en las siguientes condiciones:

Se emplearon dos solventes A y B cuya composicion fue la siguiente:
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Solvente A: agua 100%
Solvente B: acetonitrilo 100%.

El gradiente inicia con 100% del solvente A por un tiempo de tres minutos, cambia al
50% del solvente A por 10 minutos, posteriormente cambia a 30% del solvente A por tres
minutos y finalmente regresa a 100% del solvente A por cuatro minutos. Se empled una
longitud de onda de 280nm. La bomba funcion6 con una presion menor a 2700 psi. Las

muestras fueron disueltas en agua grado inyectable.

Marcaje del conjugado: Para marcar el conjugado con *™Tc, se pesaron 60 mg de tricina
y se disolvieron en 1,5 ml de buffer fosfato 0,2 N a un pH de 4,2. Se empled una solucién
recién preparada de cloruro de estafio (SnCl,.2H,0), para la cual se pesaron 10 mg y se
disolvi6 en 10 pl de HCL concentrado, una vez disuelto se enraz6 a un volumen final de
10 ml con agua para inyeccion nitrogenada. Finalmente, se probaron tres formulaciones
donde solo se modificé la cantidad de reductor. Para cada una de ellas se tomaron 0,5 ml
de Ciprofloxacina-HYNIC (0.25 mg Ciprofloxacina-HYNIC), 1 ml de la solucién de
tricina (40 mg), 0.5 ml de TcO4 y 50, 100 y 150 pl de SnCl,.2H,0 y se colocaron en
viales a los que se les colocaron retapas (Qu T, 2001; Decristoforo C, 2002; Leslie WD,
2003; Meléndez L, 2003).

3.2 Controles de calidad del radio marcaje

3.2.1 Cromatografia en TLC silica gel para calculo de pureza de *™Tc-

ciprofloxacina

Como fase estacionaria se emplearon tiras de 0.5 x 8 cm de papel TLC, estas se
dividieron en ocho porciones de 1 cm cada una. Como fase movil se utilizé una solucion
compuesta por los solventes diclorometano (CH,Cl,), metanol (CH3;OH), hidréxido de
amonio (NH3;0H 25 %) y acetonitrilo CH;.CN con una relacion molar de (2:2:1:0,5),
todos de MERCK (Inglaterra)

Metodologia: Se aplico una muestra de la solucién a 1 cm del borde inferior con una
micropipeta y se dejo correr el solvente por capilaridad hasta el frente (8 cm).

Posteriormente se procedio a secar el papel, se cortaron las ocho porciones, se conto6 la
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radiactividad de cada una en un contador de pozo Nuclear Enterprise (NE SR8, USA),
dicho contador fue calibrado centrando el fotopico en 140 keV y con una ventana
energética de 20% manteniendo la misma geometria. La condicién de parada del conteo

se calibro por tiempo (10 segundos).
Rf de radiocoloides, " Tc-Ciprofloxacina y **Tc libre = 0; 0,7 y 1 respectivamente.

Ecuacion:

cpm fraccion 7

PmTc-ciprofloxacina=---- - x 100
cpm totales

cpm: cuentas por minutos
3.2.2 Cromatografia liquida de alta precisiéon (HPLC) fase reversa.

Se realizé empleando la metodologia de fase reversa en un equipo Waters, Milford,
(MA, USA), con dos detectores en linea, un detector de radiactividad y otro de UV-
fotodiodo para medir la absorbancia. El software utilizado fue el Millenium. Se utiliz6 el
método de fase reversa con una columna YMC ODS-AQ S5 (5pm, 4.6 x 250 mm) y un
flujo de 1ml/min usando agua al 100% (solvente A) y acetonitrilo al 100% (solvente B).
El gradiente comienza al 100% con A por 3 minutos, cambiando a 50% de A por 10
minutos, posteriormente a 30% de A por 3 minutos y finalmente 100% de A por 4

minutos.
Cadlculo de la pureza:
En los radiocromatogramas obtenidos se determiné en cada caso el tiempo de retencion y

el area bajo los picos para determinar el porciento de cada especie radiactiva representada

en el grafico mediante la expresion:

% de M Tc-ciprofloxacina=---------=meetemmme e e e x 100
2 Area de todos los picos

Se reportaron los valores medios + desviacion estandar, del porciento de pureza
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3.3 Evaluacion de la estabilidad de la marca
3.3.1 En solucién inyectable

Transcurridos 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y 1440 minutos, después de radiomarcado el
farmaco se realiz6 el andlisis de pureza radioquimica, utilizando los métodos del epigrafe
3.2. El comportamiento de la pureza se valoré calculando los valores medios para cada
tiempo y cada método, construyendo graficos de porciento de pureza vs tiempo y
calculando si se observaron diferencias significativas entre los valores obtenidos para

ambos métodos.
3.3.2 Reto contra cisteina

Se realizaron ensayos de competencia en presencia del aminoacido cisteina (quelatante
fuerte) a diferentes concentraciones: 10 uM, 100 uM, 640 uM y 64 mM, con el objetivo
de valorar la estabilidad en plasma y tejidos [Hnatowich DJ, 1993 @, Siaens RH, 2004].
Se mezclaron 0,33 ml de solucién de radiofarmaco con 0,67 ml de cada una de las

soluciones de cisteina. Las relaciones molares que seran testadas son 1:4, 1:40,1:300 y

1:30000 respectivamente. Fueron escogidas las dos primeras porque esta reportado que la
concentracion de cisteina libre en los tejidos oscila en un rango entre 10 y 100uM y en el
plasma es aproximadamente 10uM, lo cual representa una relacion 1:4 y 1:40

respectivamente. De esta forma es posible valorar certeramente el rango en que una

posible transquelacion in vivo puede ocurrir. Las otras dos relaciones se seleccionaron de

un estudio previo [Aebi S, 1991; Cooper AJL, 1983; Hnatowich DJ, 1993 ®].

El porciento de transquelacién se determind por cromatografia en papel ascendente,
empleando tiras de papel Whatman No 1, de 1 x 12 cm, como fase mévil PBS 0.1M
(pH7.2-7.4)
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La *"Tc-Ciprofloxacina, la *"Tc-HYNIC-Tricina-Ciprofloxacina y el *™Tc-

Coloide tienen un Rf=0 mientras que la *"Tc-Cisteina y el TcO, libre migran con un

RE[.

3.3.3 En suero humano

Un volumen de 100 YL de *™Tc-ciprofloxacina o *Tc-HYNIC-Tricina-Ciprofloxacina
se incubaron a una temperatura de 37°C con un mL de suero humano fresco al 20% (Oh
SJ, 2002). La estabilidad radiofarmacéutica fue determinada tomando muestras de 10 pL

durante ocho horas y aplicando los métodos de control de calidad descritos en el epigrafe

3.2

3.4 Comportamiento de la eficiencia de marcaje de F1 y F2 almacenados en congelacion

durante un periodo de tiempo

La pureza radioquimica de los farmacos congelados fue estudiada hasta que la misma
descendié por debajo de 90%. Para esto se utilizaron los métodos descritos en el epigrafe

3.2.
3.5 Control de esterilidad

Se incubaron 200ug/37MBq de *"Tc-ciprofloxacina en un volumen de 0,5 ml en medio
fluido de tioglicolato para verificar el crecimiento de microorganismos aerobios y
anaerobios, dicha incubacion se produjo a una temperatura entre 30-35 °C por 7-14 dias.
El experimento se reprodujo 10 veces segun el método descrito en el manual Control de

Calidad de Radiofarmacos ARCAL XV, 1999.
3.6 Control de pirdogenos

Se utilizé el método in-vivo, donde se aplicé una dosis proporcional a la que se debe

aplicar al humano (0,14 mCi/kg), por via endovenosa en 16 conejos, 8 para cada
formulacion. Se tom6 la temperatura corporal de los animales por la via rectal, a los 30,
120 y 180 minutos después de la aplicacién, segun el método descrito en el manual

Control de calidad de Radiofarmacos ARCAL XV, 1999.
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3.7 Farmacocinética, biodistribucion y estimacion de la dosimetria interna en

humanos.
3.7.1 Farmacocinética y biodistribucion en ratas Wistar sanas.

Se estudio en ratas Wistar machos con pesos promedio de 200,00+2,10 g, las mediciones

se realizaron a los 2, 10, 15, 20, 30, 240, 360, 1440 minutos, después de la inyeccién
endovenosa de una actividad especifica de 185 KBq de *™Tc/ug de ciprofloxacina y una

cantidad total antibiético/actividad de 200 pg/37MBq, aproximadamente por cada rata.
En cada punto se realizaron extracciones de sangre sin anticoagulante directamente del
corazon y se sacrificaron los animales, los 6rganos extraidos fueron el higado, el bazo, los
rifiones, los pulmones, el corazdn, los musculos, los intestinos delgado y grueso, el hueso
(fémur), las articulaciones de las rodillas, como posibles 6rganos fuentes, dichos érganos
fueron limpiados, desangrados y pesados. Se calculd, el porcentaje de la dosis total por

gramos de tejido en cada punto de medicion y el porcentaje de eliminacion por orina.

A los animales que seran estudiados durante 24 horas se les colect6 toda la orina
excretada para el calculo del porcentaje de radiactividad total eliminada por esta via. Para
precisar cuales especies radiactivas estaban presentes en la orina excretada cuatro horas
después de la inyeccion, se procedié a colectar muestras de cinco ratas por cada

radiofarmaco (F1 y F2), las cuales se purificaron a través de columnas Sep-Pak C18

(Waters Corporation, USA), fase reversa, las que fueron activadas como se indic6 en el
epigrafe 3.1.2. La purificacion de las muestras se realizé con acetonitrilo/agua aplicando
primeramente 5 ml de agua, posteriormente 10 ml de acetonitrilo al 20%, después 2 ml de
acetonitrilo al 100% y finalmente 2 ml de acetonitrilo al 50%. Durante toda la corrida se
colectaron muestras de 0,5 ml a las cuales se les midié la radiactividad en cpm, en un
contador NE SR8, Inglaterra. Con el objetivo de precisar a qué longitud de onda
(ultravioleta) correspondi6 la mayor absorbancia en los picos de maxima radiactividad, se
aplicé un rango de longitudes de onda desde 100 hasta 400 nan6metros (nm), para lo

cual se utiliz6 un espectrofotémetro Ultrospec I1I, Pharmacia, Suecia.
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Los parametros farmacocinéticos en sangre, se ajustaron a un modelo biexponencial, por

el método de regresion no linear Gauss-Newton (Levenberg y Hartley), empleando el

programa Origin V6.0, en concordancia con la ecuacion general:

C(t)=Ale*+ A2e ® donde, C(t): concentracién del farmaco en el plasma en el tiempo t
(proporcional a la velocidad de conteos medida), O y [3: son las constantes de disposicion
de las fases del modelo bicompartimental, A; y A,: Coeficientes, determinados
respectivamente por los interceptos de las fases de la funcion biexponencial.

Para los calculos de tiempo medios de incorporacion (T 1,q) y de eliminacion (Ti.p) se
utilizaron las expresiones Tipq=Ln2/a y Tz =Ln2/( respectivamente (Gibaldi M.,

1984; Fernandez E, 1988; Khorasheh F, 1999).

Otros parametros farmacocinéticos que también fueron calculados (Gibaldi M., 1984;

Fernandez E, 1988):

Concentracion maxima:

11>

Coz Al

i=1

Area bajo la curva desde el tiempo t = 0 hasta o segiin:

@ @ N _ n .
AUC = [Cdt=| X AeMdt=X4/%,
0 ] i=1 i=1

Volumen de distribucién en el estado estacionario:

51



Tiempo medio efectivo (Bernier DR, 1993).
1/T 1/2 efectivo =1/T 1 fisico T ]-/Tl/z biolégico

Para determinar el modelo mas apropiado, que describa el comportamiento cinético del
radiofarmaco en suero se tuvieron en cuenta los criterios de Akaike (Akaike H, 1976), el
cual plantea que en la medida que sus coeficientes sean menores mejor sera el ajuste del
modelo seleccionado a los datos experimentales. Ademas, se tuvo en cuenta el valor del
coeficiente de correlacion (r), ya que en la medida en que r* se aproxime mas a 1, sera

mayor la relacion funcional entre las variables dependientes y la independiente.
3.7.2 Estimacion de la biodistribucion y la dosimetria interna en humanos

La biodistribucion y la dosimetria en humanos fueron calculadas extrapolando los datos
obtenidos en la biodistribucion en ratas. En este método fueron usados los datos de los
organos del animal reportados como porcentaje de dosis inyectada por gramo (g) de
tejido y el peso del cuerpo completo, ademas se utilizaron los pesos totales de los érganos
y del cuerpo completo del humano promedio, el calculo del %DI en el humano se efectué

mediante la expresion:

(%DI) humano — { (%DI/g) animal X (kg CT) animal} X (g ()l‘gaIIO/kg CT)humano

Donde kg CT son los valores medios del peso total del cuerpo en kilogramos, tanto del
animal como del humano. Mediante el método de extrapolacion es posible convertir el
porcentaje de dosis inyectada por gramo de tejido en el animal a las mismas unidades en

el humano (Kirschner A, 1975).

La actividad en el tiempo de los érganos fuente fue representada por funciones
monoexponenciales, aplicando regresién no linear y el método flexible del polihedro
integrandose las curvas obtenidas para obtener las actividades acumulativas y asi facilitar
el célculo de los tiempos de residencia en cada érgano, el cual fue necesario para los

calculos dosimétricos.

Calculo de tiempo de residencia (1) en cada 6rgano fuente (Loevinger R, 1988; Stabin

MG, 1994 y 2003).
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(A) Actividad acumulativa

o

A0,0)=TA (1) dt

0

(Ao) Actividad total inyectada
A (t): actividad vs tiempo en el érgano fuente.

La media de la dosis absorbida en miligray por megabecquerels (mGy/MBq) o rad por
milicuries (rad/mCi) del cuerpo total y de varios érganos blanco fue calculada teniendo
en cuenta los tiempos de residencia y los valores de Snyder (S) el cual representa la dosis
promedio que recibe un organo blanco por unidad de la actividad acumulada en un

organo fuente de acuerdo con la metodologia de la Medical Internal Radiation Dosis

(MIRD), también se tuvo en cuenta la correccion por decaimiento fisico del radiontclido

(Loevinger R, 1976 y 1988; Snyder WS 1975y 1978).
La expresion utilizada para realizar dicho célculo fue:

D= [1] x [S] x [WS]

Donde Wf es un factor de ponderacion, el cual se calcula mediante la expresion:

CT: cuerpo total.

Wi= (peso CT/peso 6rgano) numano X (peso tejido/ peso CT) anima

3.8 Ensayos de actividad biologica
3.8.1 In vitro

Bacterias: Los cultivos de bacterias (Staphilococcus aureaus ATCC 6538) utilizadas para

el ensayo in vitro fueron preservados en congelacion a -80°C y antes de su utilizacion
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fueron incubadas en bafio de agua a 37°C toda la noche, posteriormente fueron lavados
con buffer fosfato sédico PBS 0,1 M y pH 7,5 y dispensado a concentraciones de 8 x 10"
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ml.

Metodologia del ensayo: Se mezclaron 0.1 ml de una solucién de Buffer Fosfato de Sodio
(PBS) 0,1 M, conteniendo 3 MBq de *Tc-ciprofloxacina obtenida de cada uno de los
métodos de preparacion. Posteriormente fue adicionado 0,8 ml de una solucion al 50%
v/v de acido acético al 0.01M en PBS conteniendo aproximadamente 8 x 10'° bacterias
SA (ATCC 6538) vivas. Las mezclas fueron incubadas por 5, 30, 240 y 360 minutos a
cuatro °C, pasado dicho tiempo las mezclas se centrifugaron a 2000 rpm a 4°C. Los
sobrenadantes fueron separados y los pellets de bacterias fueron resuspendidos en un
mililitro de PBS frio y recentrifugado. Los sobrenadantes fueron separados nuevamente y
se midi6 la radiactividad en los pellets de bacterias con un contador de pozo NE, SR8
(Inglaterra), con condiciones de medicién para *"Tc, con una ventada de 20% y el
fotopico centrado en 140kev, el alto voltaje calibrado en 801 voltios. La relacion de

radiactividad en las bacterias fue expresada en porcentaje de la radiactividad total de

mTc aplicada [Welling MM, 2000 @].
3.8.2 In vivo

Todos los animales fueron manipulados bajo la aprobacién del Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de los Animales, de acuerdo a las instrucciones del Internacional
Animal Care Comité (ARCA No. 0112/2000). Todos los procesos invasivos se

condujeron bajo ligera anestesia de fenobarbital sédico (40 mg/Kg).

Para valorar la actividad biolégica in vivo se crearon modelos de inflamacién estéril e

infeccién en ratas Wistar.

Ensayo de induccion de inflamacion estéril: Se utiliz6 un pool de bacterias Gram
negativas (Klebsiella Neumoniae, sp) en solucién salina en una concentracion de 8 x 10"
UFC/ml, dicha solucién fue calentada a 100°C por dos horas y posteriormente
dispensada en alicuotas de 1 ml en viales estériles, estas soluciones fueron sometidas a

varios ciclos de congelacion. La verificacion de la muerte celular se realizé por cultivos.
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Finalmente 0,2 ml de dichas soluciones fueron inyectadas por via intramuscular en los
muslos de las patas traseras izquierdas de 40 ratas Wistar machos con peso promedio de

200g.

Ensayo de induccion de infeccion: Se utilizaron cepas de microorganismos patégenos de
SA ATCC 6538 y EC ATCC 10536. Inmediatamente después de aplicada la inoculacion
de bacterias muertas a las ratas, a 20 de ellas se les aplico por via intramuscular en el
muslo de la pata trasera derecha un volumen de 0,2 mL de caldo de cultivo de SA 'y a las
20 restantes 0,4 mL de caldo de cultivo de EC con una concentracién 8 x 10'° unidades
formadoras de colonias (UFC) por ml, de ambas bacterias (Kleisner I, 2002). Una vez
comprobada la formacion el foco séptico por examen fisico, 24 horas post inoculacién,
los animales se dividieron en cuatro grupos de a 10 donde se aplicé una actividad
especifica de 185 KBq/g tanto de *™Tc-Ciprofloxacina, como de*™Tc-Tricina-HYNIC-
Cirofloxacina. Con cada radiofarmaco fueron inyectadas diez ratas de cada grupo,
aplicandose una dosis de 200 p1g/200g. De esta manera, se pudo comprobar si el farmaco
conservaba su actividad biolégica aun después de radiomarcado por cualquiera de las dos
vias. El patrén de conservacion de la actividad biolégica nos muestra marcada
acumulacién de radiactividad en la zona infectada y altos valores de relaciéon cpm en la
zona infectada vs cpm en la pata contralateral en el tiempo, relacién (cpm infeccién / cpm

inflamacion estéril).

Metodologia de adquisicion de imdgenes gammagrdficas: Fueron realizadas en una
camara gamma Sopha Medical DS7, (Francia) con una matriz de 256 x 256 pixeles, con
un colimador de tipo pinhole, el pico centrado en 140kev con una ventana de un 20% y la

parada sera por la acumulacion de 70kc/imagen a los 60, 120, 240, 1080 minutos.

El calculo de la relaciéon infeccién / inflamacion estéril, se realizé creando zonas de
interés sobre cada region anatémica inoculada, en los distintos tiempos de adquisicion
preestablecido, para obtener los cpm acumulados. Los resultados fueron reflejados en
graficos relacionando los valores de relacion cpm infeccion vs cpm inflamacion estéril en

los distintos tiempos de medicién (Martins PA, 2001).
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Para verificar la presencia de bacterias vivas en la infeccién provocada, los misculos
inoculados fueron extraidos, embebidos en parafina, laminados en secciones de 5
micrometros (Um) y tefiidos con hematoxilina-eosina. Los cortes fueron examinados

mediante un microscopio de luz Zeiss (Ferro G, 2003).
3.9 Toxicologia aguda y tolerancia local endovenosa.

Se utilizaron 60 ratones albinos de la raza OF1, 30 de cada sexo y con pesos entre 24 y 30
gramos, todos procedentes del Centro Nacional de Produccién de Animales de

Laboratorio (CENPALAB), con su correspondiente certificado de calidad.

Se realizaron estudios de toxicologia aguda y tolerancia local endovenosa a las 24 horas y
a los 7 y 14 dias de la inoculacion, se midieron las siguientes variables: signos clinicos,

ganancia en peso, reacciones eritematosas y reaccion edematosa.

Las dosis utilizadas se seleccionaron teniendo en cuenta que al humano se administran
28,57ug/kg para un estudio diagnéstico con *™Tc-ciprofloxacina, por lo que extrapolando
al peso promedio de los ratones, la dosis serian de 0,56pg/kg (X) y la otra excedia 50
veces la misma; es decir, 28pg/kg (50X). Se utilizé una solucién de cloruro de sodio al
0.9% como placebo por ser la solucién base del radiofarmaco, el cual fue administrado
por la via endovenosa, en un volumen que no excedia los 16,6p/g de peso corporal. Se
utilizaron 20 ratones para la observacion de 24 horas, donde se incluyeron cinco de cada
sexo en cada nivel de dosis y 40 para la de los 14 dias, los que se distribuyeron en cinco
de cada sexo para cada nivel de dosis X, 50X e igualmente para Placebo y Sin
tratamiento, los cuales fueron incluidos para comparar con los grupos tratados. Todas las
inyecciones se administraron en bolo, en las mismas proporciones y en el mismo tiempo

que el placebo.

Las condiciones de alojamiento, aclimatacion y cuarentena fueron predeterminadas de
acuerdo a lo descrito por la guia para el cuidado de animales de laboratorio y para la

cuarentena [Procedimiento Normalizativo de Trabajo con Animales del CIEB No. 000 y

011 (PNT/ANI/000 y 011].
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El peso de los animales se encontraba en el entorno recomendado. Se siguid la
metodologia propuesta para este tipo de ensayo por la guia para el calculo del peso
corporal de los ratones, es decir se cumplié con la condicién de que todos los animales

debian estar dentro de + 20% del peso promedio (PNT/ANI/009).
Pesada de los animales:

A los animales que correspondian al ensayo de las 24 horas se les realizé una sola pesada
para poder dosificarlos de acuerdo al peso corporal. A los ratones de los 14 dias se les
realizaron tres pesadas separadas por siete dias entre una y otra de acuerdo a los
procedimientos de laboratorio (PNT/ANI/009). El suministro de agua y comida fue
adlibitum y segin los PNT establecidos para los mismos (PNT/ANI/005 vy
PNT/TEC/006).

Administracion del medicamento objeto de estudio:
El radiofarmaco se administré como dosis tnica por una vena de la cola (PNT/TEC/014).

Los animales fueron elegidos al azar y enjaulados de acuerdo a las orientaciones

internacionales.
Sacrificio de los animales:

Se realizé de la forma que infligiera el menor dolor o malestar posible y siempre sobre la

base de las tres ERRES (PNT/ANI/010).

A las 24 horas después de la administracion fueron sacrificados los cuatro grupos de
cinco animales, los cuales correspondian a las dosis X y 50X y de ambos sexos. El otro
sacrificio se realiz6 a los 14 dias de la inoculacion (grupos X, 50X, placebo y sin

tratamiento).
Observaciones:

Los ratones se observaron varias veces durante el primer dia buscando signos clinicos
significativos, y antes del sacrificio a las 24 horas; por otra parte se realizd6 una
observacion para el ensayo de los 14 dias. De los grupos sacrificados a las 24 horas,
fueron observadas sus colas momentos antes de la administracién, a las seis y a las 24

horas después de ésta y de aparecer algiin dafio se clasificaba y se registraba en los
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modelos correspondientes, segin la escala de graduacion para las observaciones

macroscopicas en el modelo de la vena de la cola del raton (Anexo 1)

A los grupos que fueron sacrificados a los 14 dias (grupos X, 50X, placebo y sin
tratamiento), se les observaban las colas diariamente, se clasificaban los dafios segtin los
criterios establecidos (Anexo 1) y se anotaron las observaciones en los registros
correspondientes al igual que los que se sacrificaron a las 24 horas. Inmediatamente

después de la tltima observacién se procedio a ejecutar el sacrificio.
Toma de muestra:

Se tomaron muestras de piel y tejido subcutaneo de la cola en tres secciones, del punto de
inoculacion y dos alejadas a 1 cm de éste. Las muestras se fijaron en formalina al 10%
neutral y buferada para el procesamiento y coloraciéon con hematoxilina y eosina para su
posterior examen al microscopio optico (PNT/TEC/0600 al 0622). Las observaciones
histolégicas se clasificaron segiin los criterios de graduacion de hallazgos

histopatologicos (Anexo 2)
3.10 Analisis de los resultados

Marcaje y estabilidad de la marca: Se utilizé el sistema Excel 2007 sobre Windows, las
muestras se reportaron como media y desviacion estandar (promedio + ds) con un nivel

de significacion a=0,05. Para el andlisis de diferencias entre medias se utiliz6 la prueba

t de student, de dos colas.

Ensayo in vitro: Para el analisis de la dependencia de los valores de porcentajes de union
de *™Tc-ciprofloxacina al pellet de bacterias vivas en el andlisis in vitro de actividad
biolégica (variables dependientes) se utilizd un analisis de varianza de simple entrada

(ANOVA).

Modelo animal: La relacién de acumulacién (cpm érea infectada / cpm en area inflamada
estéril) se analizé calculando el promedio, desviacion estandar y desviacion relativa.

Comparacion de varianzas y medias.

Para todas las pruebas se tom6 como significativo un valor de a<0,05.
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Se utilizaron sistemas manuales y computarizados (SPSS para Windows v10, 0 y Excel

2007).

Biodistribucion y farmacocinética: Se estimaron los pardmetros que caracterizan el
patrén biocinético del producto, los cuales influyen directamente en la calidad del estudio
gammagrafico y en la magnitud de la dosis de radiacién depositada en el cuerpo. Siempre
que fue posible se realizaron comparaciones con resultados de reportes anteriores
mediante una prueba de comparacion de medias (t-student) con un nivel de significacion
de 0=0,05. Se utilizaron los sofware MIRD dosis, Origin v6.0 edicién profesional y

Excel 2007.

Toxicologia aguda y la tolerancia local endovenosa

Signos clinicos: Se establecieron los resultados de las observaciones clinicas de los

animales que fueron sacrificados a las 24 horas y a los 14 dias.

Tolerancia local: A las 24 horas y 14 dias se evalu6 el efecto de irritacion producido por
la sustancia de ensayo, en sus dos concentraciones, de forma macroscépica y se compar6
con las producidas en los animales tomados como control sin tratamiento y los tratados
con placebo (NaCl 0.9%) obteniéndose el indice de irritacion. De igual manera se
procedio con los resultados obtenidos desde el punto de vista microscopico, de lo cual

igualmente se obtuvo el indice de irritacion.

Cdlculo del peso corporal a las 24 horas: Se procesaron estadisticamente los pesos
obtenidos para los animales al inicio del ensayo, que se habian tomado para calcular la

dosis exacta de acuerdo a este, se calculo la media y la desviacién estandar.

Cadlculo del peso corporal a los 14 dias: Para este ensayo se tomaron tres pesadas, al
inicio a los 7 y a los 14 dias. Los pesos corporales de los ratones fueron contrastados
estadisticamente utilizando un analisis de varianza y la posterior aplicaciéon de una prueba

de Student Newman Keuls (p=0.05) (Hayes W, 1989).

Histopatologia: A las 24 horas y 14 dias se revisaron los 6rganos internos de los animales

que se sometieron a este ensayo, corazon, pulmones, rifiones, estbmago, bazo y cerebro.
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Tolerancia local:

Ensayos macroscopicos y microscopicos: Las colas se sometieron a estudios
histopatologicos, y se determind tanto para las diferentes concentraciones de
radiofarmaco como para el placebo y las colas sin tratamiento. El indice de irritacién de
las mismas se calucul6 sumando los resultados presentados por los animales segun los
factores asignados, dividiéndolos por el nimero de animales totales, para obtener asi un

promedio por grupo de ensayo.

Capitulo IV. RESULTADOS

4.1 Radiomarcajes
4.1.1 Radiomarcaje por via directa, formulacion 1 (F1)

En la tabla I se puede apreciar que los valores de pureza superiores se pudieron alcanzar
utilizando 20pg de SnF, tanto cuando se incub6 a 100 °C (97,20+0,94 %) como a TA
(92,13+£1,06 %), utilizando 100 °C, se obtuvo una pureza significativamente superior
(p<0,05), estos hallazgos concuerdan con los rendimientos logrados hasta el momento

con otros reductores, pero utilizando entre 100 y 400ug de SnCl,.2H,0O, AFS y polimeros
redox (Kleisner I, 2002; Lima JET, 2004; Oh SJ, 2002; Solanki KK, 1993).
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Tabla 1. Comparacion de la pureza radioquimica de F1 aplicando diferentes cantidades
de reductor a diferentes temperaturas de incubacion, expresados en % promedios + ds
(n=20).

Masas de | *"Tc- ¥mTe- TcOy sin TcOy sin | Coloides Coloides
SnF, (Ug) E;z;(;ﬂhc;isicéggo) Ejrpxc))floxacina reaccionar reaccionar (agua (TA)
(agua hirviendo) (TA) hirviendo)

5 21,90+1,70 18,5+0,98 76,60£2,27 80,20+1,90 1,50+2,25 1,30+0,12
10 63,81+2,67 57,30+1,07 35,01+1,34 41,10+0,87 1,19+2,28 1,60+0,10
15 85,00+1,00 81,01+0,54 13,01+1,35 17,30+0,96 2,01+1,25 1,70+1,07
20 97,20+0,94 92,13+1,06 1,20+1,50 7,01£2,10 1,60+2,00 0,87+0,76
25 92,63+0,92 88,01+0,12 4,00+1,24 9,30+1,82 3,37+1,77 2,70+0,11
30 86,80+2,08 79,10+0,23 3,20+1,75 15,50+0,76 10,00+2,30 | 5,40+0,34
35 72,36%2,06 67,20+0,15 2,0£1,77 24,70+0,97 25,64+2,37 | 8,10+1,01

Las diferencias entre los valores promedio se calculo mediante la prueba t de student con un nivel de significacion

de a<0,05.

Por lo tanto se establece que la formulacién 1 (F1) 6ptima, se corresponde a:

Componente Masa (mg)
Ciprofloxacina 2,00
Fluoruro de estario II (SnF2) --------- 0,02

Cloruro de Sodio 0.9% (NaCl 0.9%)-- 5,00

En la figura 2B se puede apreciar un pico de maxima actividad con un tiempo de
retencion similar al de la molécula de ciprofloxacina nativa (no marcada), lo que sugiere
pensar que se trata del antibiotico radiomarcado, ademas la presencia del pico unico

demuestra la formacién de un complejo *Tc-ciprofloxacina, puro.
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Figura 2. Cromatogramas en HPLC fase reversa de la formulacion sin marcar (A) y

#“mTe-Ciprofloxacina obtenida segiin F1 a 100°C (B).
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4.1.2 Radiomarcaje por via indirecta, formulacion 2 (F2).

La mayor pureza radioquimica obtenida al utilizar la via indirecta se obtuvo con 100pg
del reductor SnCl,.2H,0, dicho rendimiento cumple con las normas de calidad
establecidas (>90%), lo cual se muestra en la tabla II. Esta constituye una novedosa
estrategia de marcaje del antibiotico, sustentada por la introduccion de un quelatante

bifuncional, donde el radionticlido seria enlazado indirectamente a la molécula.

Tabla 1II. Radiomarcaje del conjugado HYNIC-ciprofloxacina con *"Tc. Pureza
radioquimica dependiente de la masa del reductor, expresado en % promedio + ds

(n=20).

Cantidades de | ®"Tc-Tricina-HYNIC- TcOy sin reaccionar Coloides

SnCl,. 2H,0 (ug) | Ciprofloxacina

50 89,20£1,30 7,20£1,06 3,60£1,25
100 94,67+1,77 4,33+0,34 1,00+0,89
150 92,08+1,63 1,92+0,98 6,01£1,75

Las diferencias entre los valores promedio se calculé mediante la prueba t de student con un nivel de significacion

de a<0,05.

En correspondencia a los resultados obtenidos en el marcaje indirecto, ilustrados en la tabla II, la

optima formulacién 2 (F2) corresponde a:

Componente Masa (mg)
HYNIC-Ciprofloxacina 0.25
Cloruro estanoso (SnCl,) 0.1

N-tris (hidroximetil) metilglicina (Tricina)------------ 40.0
Cloruro de Sodio 0.9% (NaCl 0.9%) 5.00
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En la figura 3B se observa el cromatograma obtenido de la solucién del conjugado donde
se puede apreciar un pico tnico que representa el radio conjugado *™Tc-Tricina-HYNIC-

Ciprofloxacina con 12 minutos de tiempo de retencion.

BA
- = (onjugado MM -Ciprofio: 3ona
': TRe 12,191 misutes
W . B
. = 39 mTetricin-HYNICCiprofionscin
140 00 5
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%0 00 =
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Figura 3. Cromatograma en HPLC fase reversa del conjugado HYNIC-ciprofloxacina

frio (A) y del complejo *"Tc-Tricina-HYNIC-Ciprofloxacina (B).
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4.2 Evaluacion de la estabilidad del radiomarcaje
4.2.1 En solucion inyectable

Al estudiar la estabilidad de ambas formulaciones en la solucién inyectable, como se
muestra en la figura 4, se pudo confirmar que pasadas 5 horas F1 mantuvo un porcentaje
de disociacion significativamente superior a F2, siendo de 3,16+0,29 % y de 2,53+0,40
%, respectivamente a las seis horas, ya pasado este tiempo se pudo apreciar un aumento
del deterioro ambos complejos y la diferencia en cuanto a esto aumento

considerablemente con una mayor disociacion de F1 (p<0,05 todo el tiempo).

C——IF1
10 — I 2

% 99MTc disociado

o 1 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11
tiempo (horas)

Figura 4. Evaluacion de la estabilidad del radiomarcaje de F1 y F2 en solucion

inyectable durante 10 horas (n=20).

4.2.2 Reto contra cisteina

Durante las cinco horas posteriores a la administracion del radiofarmaco F1, este puede
sufrir una pérdida de marcaje por disociacién del radiocomplejo entre 4,01+0,70 y
22,40+0,54 %, en suero y liquidos intersticiales mientras que F2 se disociara entre
3,77+0,04 y 8,20+0,44 %, tal como se describe en la tabla III. Es evidente que F2 mantiene
una mayor estabilidad, en todos los puntos la mayor estabilidad de F2 esta caracterizada
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por una significativa diferencia entre valores medios de porcentajes de disociacion,

respecto a F1 (p<0,05 t-student).

Tabla III. Evaluacién de la estabilidad del marcaje de F1 y F2 en soluciones de cisteina

(quelatante fuerte) a diferentes concentraciones, expresados en promedio de porcentaje

de disociacion + ds (n=20).

Concentraciéon | 64 mM 0.64 mM 0.1 mM 0.1 0,0lmM

de cisteina

Formulaciones | F1 F2 F1 F2 F1 F2 F1 F2

1 hora 59,60+2,07 | 54,40+3,20 | 27,40+2,70 | 17,01£0,71 | 10,38+0,90 | 8,06+0,09 | 4,01+0,70 | 3,80+1,09
3 horas 78,40+0,89 | 61,40+0,89 | 29,01+0,70 | 17,46+3,74 | 10,60+0,54 | 7,36+0,45 | 9,18+0,46 | 3,77+0,04
5 horas 90,20+0,44 | 66,80+1,09 | 33,60+1,51 | 18,60+0,23 | 22,40+0,54 | 8,20+0,44 | 10,60+0,54 | 4,26+0,15

Las diferencias entre los valores promedio se calcul6 mediante la prueba t de student con un nivel de significacion

de a<0,05.

4.2.3 En suero humano

Ambas formulaciones mantienen una pureza superior a 90% en suero humano a 37 °C

durante las

cinco horas de estudio,

no obstante

se aprecia una estabilidad

significativamente superior para F2 en todos los puntos de medicién (p<0,05), constatado

estadisticamente a través de un test de diferencias entre medias, mostrandose en la figura

5.
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Figura 5. Evaluacion de la estabilidad del radiomarcaje de F1 y F2 en suero humano
(n=20).

4.3 Comportamiento de la eficiencia de marcaje de F1 y F2 almacenados en

congelacion durante un periodo de tiempo

La figura 6 denota que los marcajes del los kits almacenados a temperatura de -20 ° C

rindieron purezas radioquimicas superiores a 90% por un tiempo de 5 semanas.
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Figura 6. Estabilidad de los juegos de reactivos F1 y F2 almacenados en congelacion

(n=20).

4.4 Control microbiologico

Se pudo constatar que se emplearon buenas practicas radiofarmacéuticas en lo referente a
la seguridad biologica ya que en los medios de cultivo no se observaron crecimientos de

bacterias, ni a los 7, ni a los 14 dias en ninguno de los experimentos realizados (n=20)
4.5 Control de pirogenos

En el estudio de pir6genos no se detectaron aumentos de la temperatura corporal en
ninguno de los animales estudiados, ni a los 30, 120 ni a los180 minutos después de las

aplicaciones (n=20).
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4.6 Biodistribuciéon y farmacocinética en ratas sanas
4.6.1 Biodistribucion

Después de la inyeccién de una cantidad total de F1 y F2 (masa antibi6tico/actividad de
200pg/37MBq) aproximadamente (37 MBq/rata) fue observada la biodistribucion de
radiactividad en los érganos a diferentes tiempos. En la tabla IV se observa que los
mayores porcentajes de acumulacién coinciden en el higado y los rifiones durante todo el
tiempo de estudio, tanto para F1 como para F2. La acumulacién de F2 en los 6rganos

blancos mencionados fue significativamente mayor (p<0,05).
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Tabla 1V. Tabla que representa la biodistribucion de F1y F2 por 6rgano en ratas Wistar

durante 24 horas, expresada en porcentaje promedio de la dosis inyectada por gramo de tejido

(%DI/g) (n=>5 por cada punto de medicion).

Las diferencias entre los valores promedio de acumulacion de cada radiofdrmaco, en cada érganos, se calculo

Organo 2 min 10min 15 min 20 min 30 min 1h 4h 6h 24h
Higado F1 0,63+0,13 1,30+0,12 1,75+0,21 0,74+0,09 0,56+0,01 0,29+0,05 0,26+0,07 0,20+0,09 0,090+0,004
F2 0,66+0,12 1,3740,10 1,85+0,09 0,78+0,02 0,59+0,02 0,30+0,01 0,27+0,09 0,21+0,07 0,087+0,006
Bazo F1 13,13+0,92 0,26+0,11 0,24+0,08 0,070+0,001 0,12+0,01 0,77+0,09 0,070+0,001 0,040+0,002 0,050+0,002
F2 14,44+0,86 0,28+0,12 0,26+0,07 0,080+0,001 0,130+0,001 0,84+0,01 0,080+0,007 0,040+0,006 0,050+0,008
Riiiones | F1 4,38+0,61 14,19+1,10 7,99+0,97 5,29+0,25 6,66+0,02 9,28+0,10 7,07+0,69 5,11+0,41 2,39+0,83
F2 4,81+0,74 15,60+1,07 8,78+0,20 5,81+0,12 7,32+0,07 10,20+0,14 7,77+0,70 5,62+0,35 2,620+0,076
Pulmén F1 0,94+0,07 0,68+0,06 0,39+0,07 0,13+0,02 0,24+0,03 0,36+0,02 0,090+0,002 0,040+0,002 0,0030+0,0001
F2 0,96+0,10 0,70+0,09 0,43+0,10 0,13+0,01 0,25+0,07 0,37+0,06 0,090+0,004 0,040+0,005 0,03+0,08
Corazén | F1 11,82+0,30 0,38+0,12 0,16+0,03 0,07+0,01 0,12+0,02 0,13+0,02 0,030+0,001 0,020+0,001 0,010+0,001
F2 12,41+0,22 0,40+0,14 0,17+0,06 0,070+0,001 0,13+0,04 0,14+0,06 0,030+0,002 0,020+0,003 0,010+0,005
Misculo | F1 11,77+1,38 0,13+0,03 0,076+0,011 0,03+0,01 0,05+0,01 0,06+0,01 0,010+0,001 0,010+0,001 0,010+0,005
F2 11,54+1,05 0,12+0,09 0,074+0,070 0,029+0,001 0,049+0,002 0,058+0,003 0,010+0,001 0,010+0,001 0,010+0,001
Intestin F1 0,0001+0,0001 0,0005+0,0001 0,0013+0,0001 0,08+0,01 0,10+0,01 1,01+0,01 0,26+0,03 0,11+0,05 0,0080+0,0002
0
Delgado F2 0.00001:+0.00001 0.000049+0.000003 | 0,00012+0,00002 | 0,078+0,003 0,098+0,001 1,00+0,01 0,25+0,07 0,11+0,07 0,008+0,001
Intestin F1 0,00010+0,00010 0,0002+0,0001 0,0011+0,0001 0,03+0,01 0,091+0,002 2,03+0,01 3,68+0,02 1,45+0,02 0,020+0,001
0
Grueso F2 0,00010+0,00013 0,0002+0,0001 0,0010+0,0001 0,029+0,001 0,090+0,001 2,00+0,04 3,60+0,09 1,42+0,01 0,020+0,001
Fémur F1 0,18+0,03 0,35+0,11 0,20+0,02 0,16+0,07 0,12+0,03 0,24+0,02 0,070+0,002 0,050+0,002 0,08+0,01
F2 0,17+0,07 0,33+0,10 0,19 + 0,13 0,15+0,02 0,10+0,03 0,22+0,09 0,066+0,007 0,047+0,051 0,076+0,010
Rodilla F1 0,26+0,07 0,55+0,09 0,21+0,02 0,11+0,04 0,18+0,02 0,18+0,04 0,060+0,004 0,030+0,001 0,050+0,002
F2 0,24+0,08 0,52+0,07 0,19+0,01 0,10+0,01 0,17+0,04 0,17+0,06 0,057+0,002 0,030+0,003 0,040+0,003

mediante la prueba t de student con un

nivel de significacion de a<0,05.
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4.6.2 Farmacocinética

En las figuras 7 y 8 se puede apreciar que la cinética en sangre de F1 y F2 respectivamente, donde
se constata una rapida fase de distribucién para ambos radiofarmacos, asi como una fase de
eliminacion rdpida para F1 pero para F2 esta decrece con cierta lentitud (Tabla V), con bajos
niveles de concentracion, durante aproximadamente 16 horas. Teniendo en cuanta esto, se puede
inferir que ello favorece la adquisicion de la imagen rapidamente, sin exceso de radiactividad que
pudiera empobrecer la calidad de la gammagrafia. Estos resultados permiten asegurar que sera
posible la realizacién de estudios en un tiempo relativamente corto con ambos radiofdrmacos,

pues se garantiza una mejoria en la relacién lesién/fondo y una rapida biodistribucion.

F1
10 _: Data: Datal B
Model: ExpDec2
‘ Chir2 = 0.00551
0.8 RX2 = 0.96885
| yo 0 +0
1| Al 121112 +0.12237
_ ‘ t1l 9.84548 +2.46373
c 0,6 o A2 0.09969 +0.10349
= ‘ t2 234.12824 +358.38302
3
> |
0,4 ‘
1!
1
0,2
*J
| =
N ]
—_—
0,0 T -] T T T T T | — 1
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Figura 7. Farmacocinética de F1 en sangre (n=5).
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Figura 8. Cinética de F2 en sangre (n=5).

En la tabla V, es posible constatar que la principal ruta de eliminacién de ambos
radiofarmacos es la renal, por la cual se desecha un 42,19+0,44 de F1 y un
41,010+0,0470% de F2, durante seis horas, F1 present6 un porcentaje de eliminacion por
esta via, significativamente superior a F2 (p=0,003). Estos porcentajes son marcadamente
superiores, a los del farmaco nativo, el cual es de 75% en 24 horas (Diccionario de
Especialidades Farmacéutica, 1995). En la figura 9 se ilustran dos radiocromatogramas de
muestras de orina excretada a la cinco horas de la inyeccién de 2 de las ratas objeto de
estudio, donde se puede apreciar que entre los compuesto radiactivos el antibiético
radiomarcado presenta un porcentaje significativamente mayor en lo que probablemente
influyan también, sus cuatro metabolitos. Se calcularon los porcentajes de cada una de las
especies presentes en la orina de cinco ratas para cada radiofarmaco, los cuales se
representan en la tabla VI. Los resultados de Co, Cl, (Vss), y T1/2E, todos fueron
significativamente superiores para F2 (p<0,05). El T1/2E calculado para ambos productos

es adecuado ya que es un valor inferior tanto del T1/2F del radionticlido como del T1/2B

72



de las moléculas en cuestion; ademas presentan tiempos 6ptimos para la realizacion del

estudio imagenoldgico en la cAmara gamma (Britton KE, 1997).

Tabla V. Representativa de la comparacion entre los resultados de todos los

pardmetros farmacocinéticos calculados para F1y F2.

Parametros medidos Valores medios+ SD Probabilidad
F1 £ asociada con t de
student
Co(%DI/ml) 1,301+0,007 1,830+0,007 2,87237E-14
AUC (%DI/ml/h) 51,47+ 0,13 124,38+ 0,03 5,19649E-13
Vss (ml) 166, 40+ 0,89 128,01 £ 0,70 3,41967E-12
CL (ml/h) 0,430+ 0,009 0,280 + 0,009 4,39945E-09
T1/2a (h) 0,1601 + 0,0005 0,1701+0,0007 5,10508E-09
T1/2B (h) 3,9001 + 0,0071 5,8801+ 0,0007 4 15E-14
Excrecién urinaria (% DI/6 h) | 42,19+ 0,44 41,010+0,047 0,003
T1/2 E (h) 2,440+ 0,007 3,07 +£0,12 0,00027

Las diferencias entre los valores promedio se calcul6 mediante la prueba t de student con un nivel de significacion

de a<0,05.
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Figura 9. Radiocromatogramas en Sep-Pak C18, de orina excretada a las 4 horas de la
inyeccion de F1y F2 a dos ratas Wistar sanas, una con cada radiofdrmaco.

Tabla VI. Comparacion entre los porcentajes de las principales especies radiactivas
presentes en la orina de las ratas, pasadas 4 horas de la inyeccion de F1 y F2 (n=>5).

Porcentajes de especies | Porcentaje de Ciprofloxacina y sus | Porcentaje de *"Tc
con grupo -SH metabolitos libre

F1 0,181+0,002 19,1110+0,0007 0,0193+0,0005

F2 0,151+0,004 24,61+0,40 0,0198+0,0008

p 7,52332E-06 5,81037E-06 0,39541092

Las diferencias entre los valores promedio se calculé mediante la prueba t de student con un nivel de significacion

de a<0,05.

4.6.3 Estimacion de la biodistribucion en humanos.

En la tabla VII se puede apreciar la preestimacion de la biodistribucion en humanos tanto
para F1 como para F2 durante 24 horas, en la que se puede constatar que los dérganos que
manifiestan mayor captaciéon de ambos radiocompuestos son los rifiones, igualmente se
aprecia una acumulaciéon aumentada en higado, pero inferior a la reportada en un estudio

anterior donde se evalu6 un producto marcado por via directa (Winter de F, 2002).

Tabla VII. Estimacion de la biodistribucion de F1y F2, en los principales 6rganos fuente
de humanos a partir de los datos obtenidos de la biodistribuciéon en los animales,

expresados en promedios del porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido
(%DI/g) (n=5).
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Las diferencias entre los valores promedio de acumulacion de cada radiofdrmaco, en cada érgano, se calculé

Organo 2 min 10min 15 min 20 min 30 min 1h 4h 6h 24h
Higado F1 2,701+0,013 5,571+0,012 | 7,50+0,29 3,17+0,05 2,40+0,04 1,24+0,21 1,55+0,07 | 1,20+0,09 0,53+0,04
F2 2,860+0,008 5,901+0,007 | 7,951+0,002 | 3,36+0,004 2,541+0,001 | 1,31+0,07 1,60+0,06 | 1,27+0,08 0,561+0,007
Bazo F1 10,50+0,92 0,20+0,11 0,20+0,08 0,05+0,01 0,09+0,01 0,61+0,19 0,05+0,01 | 0,03+0,02 0,04+0,02
F2 11,55040,009 | 0,22+0,08 0,22+0,07 0,05+0,07 0,10+0,08 0,67+0,04 0,05+0,02 | 0,03+0,01 0,04+0,01
Rifiones F1 2,62+0,61 8,51+1,10 4,79+0,97 3,17£1,25 3,99+1,20 5,56+0,10 4,24+0,69 | 3,06+0,41 1,43+0,83
F2 2,90+0,09 9,36+0,07 5,26+0,10 3,48+0,08 4,381+0,078 | 6,110+0,009 | 4,66+0,01 | 3,360+0,008 1,57+0,08
Pulmén F1 2,06+0,07 1,49+0,06 0,86+0,07 0,28+0,03 0,52+0,03 0,79+0,02 0,19+0,02 | 0,08+0,02 0,06+0,01
F2 2,120+0,009 1,5310,03 0,88+0,02 0,29+0,05 0,53+0,02 0,81+0,07 0,19+0,01 | 0,08+0,08 0,06+0,07
Corazén F1 14,18+0,30 0,45+0,12 0,19+0,03 0,08+0,03 0,14+0,02 0,15+0,02 0,03+0,01 | 0,02+0,01 0,01+0,01
F2 15,00+0,07 0,47+0,07 0,20+0,05 0,08+0,02 0,15+0,04 0,16+0,03 0,03+0,01 | 0,02+0,01 0,01+0,07

mediante la prueba t de student con un nivel de significacion de a<0,05.

4.6.4 Estimacion de la dosimetria interna en humanos.

En la tabla VIII se aprecian las dosis de radiacién absorbidas en los principales 6rganos

blancos aportadas por la biodistribucién de F1 y F2. Es posible apreciar que el higado y

los rifiones son los 6rganos que reciben las mayores dosis de radiacién. En el caso de los

rifiones el valor de la dosis absorbida supera el de los restantes 6rganos debido a que la

via renal es la principal ruta de eliminacion del radiofarmaco y sus metabolitos

radiactivos. La significativa dosis en el higado responde al hecho de que en el referido

organo se metabolizan ambos radiocompuestos. Las dosis absorbidas en todos los

organos estudiados, son significativamente superiores para F2 (p<0,05 en todas las

comparaciones). No obstante vale destacar que todos los valores son inferiores al minimo

permisible para un estudio de medicina nuclear los cuales deben estar en un rango de 1-

10 mSv por 6rgano (Nuclear Medicine Technology and Techniques, 1997).
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Tabla VIII. Tabla que representa una estimacion de las dosis absorbidas en algunos

organos blancos en el hombre (n=>5).

T promedio entre ambos

Dosis absorbida mGy/MBq valores mediostds

Diferencia entre

sexos(horas) las dosis

adsorbidas.

Organos | F1 F2 F1 F2 Probabilidad
asociada con t de
student

Higado 0,19+0,07 0,20+0,12 5,76E-03+ 8,37E-06 6,30E-03+4,0E-04 0,032

Bazo 0,019+0,051 0,02+0,01 1,98E-03+8,94E-05 2,17E-03+4,47E-07 1,17E-14

Riiiones 0,48+0,03 0,52+0,02 1,16E-02+4,41E-05 1,27E-02+1,11E-04 2,11E-16

Pulmon 0,027+0,150 | 0,027+0,020 9,50E-04+5,48E-05 9,78E-04+7,07E-05 1,94E-28

Corazéon | 0,012+0,080 1,06+0,10 8,44E-06

3,65E-04+ 5,05E-05

3,82E-04 + 1,34E-02

Las diferencias entre los valores promedio de dosis absorbidas de cada radiofdrmaco, en cada érgano blanco, se

calculé mediante la prueba t de student con un nivel de significaciéon de a<0,05.

4.7 Ensayos de actividad biologica

4.7.1 In vitro

En el estudio in vitro de unién a bacterias vivas es posible constatar una insuficiente

union de F2 a los microorganismos patdégenos, caracterizado por una diferencia

significativa con respecto a F1 en todos los puntos de medicion (p<0,05). A las seis

horas se evidencié que F2 manifiesta una unién a bacterias significativamente inferior

(19,59+0,01) con respecto a F1 (35,2+0,008%), como se representa en la figura 10.
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Figura 10. Afinidad de F1 y F2 por bacterias vivas in vitro donde se representa en

porcentaje de union a los microorganismos en funcion del tiempo (n=20).
4.7.2 In vivo

En la figura 11 la escala de colores representa la actividad que se detecta en las diferentes
regiones. El maximo de radiactividad acumulada corresponde al blanco, luego van en
orden descendente el magenta, el rojo, hasta llegar al negro en las zonas donde el

porciento de captacion puede considerarse nulo.

La relacion de conteos en el muslo derecho vs region contralateral se muestran en la
figura 12. Se tomaron muestras de ambos muslos de todos los animales,
independientemente que se observara captacion o no en las imagenes gammagréaficas y se
enviaron al laboratorio de anatomia patoldgica. En todos los casos se confirmaron las

lesiones desde el punto de vista histopatolégico. Los resultados estan en concordancia

con los reportados en la literatura.
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Figura 11. Imdgenes gammagrdficas representativas de la biodistribucién de Flen
ratas, tomadas 24 horas después de la administracioén del radiofdrmaco (n=5). A.
Modelo de infeccién con EC. B. Modelo de infeccién con SA. Las flechas indican la zona

donde se inocularon los microorganismos vivos. .
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Figura 12. Evaluacion de la relacion entre las cuentas por minuto (cpm) en la

inflamacion infectada/cpm en la inflamacion no infectada para F1.

En las figuras 13 y 14, se aprecia baja relacion lesion/fondo en los modelos de infeccién
con EC y SA analizados con la formulacion F2. Este hallazgo coincide con los resultados
del ensayo in vitro presentados en la figura 9, donde se observé baja afinidad de dicho
radiocomplejo por SA. Este resultado indujo a tomar la decision de continuar la

investigacion solo con el producto F1.
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El examen de fragmentos de musculos infectados evidencia la pérdida parcial de estrias
musculares. El edema formado separd las fibras musculares, lo que probablemente
facilité el exudado de los leucocitos polimorfonucleares observados en la muestra. Se
observaron signos de necrosis musculares en las areas de mayor concentracion de
leucocitos. Los musculos inflamados estériles, mostraron edema, pero en menor
proporcion que en los infectados. La presencia de leucocitos exudados fue prominente en
los musculos infectados; en las lesiones inflamatorias no infectadas no se observo
necrosis. Los resultados confirman que los procesos de inflamacién e infecciéon fueron

exitosamente inducidos en las ratas. La presencia de necrosis muscular evidencia un dafio

producido por las bacterias inoculadas.

Figura 13. Imdgenes gammagrdfica representativas de la biodistribucién de F2 en ratas,
tomadas 24 horas después de la administracion del radiofdrmaco. A. Modelo de
infeccion con EC. B. Modelo de infeccién con SA. Las flechas indican el drea anatémica
donde se inocularon las bacterias vivas (n=5).
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Figura 14. Relacion entre las cpm en la lesion infectada/cpm en la lesion no infectada
para F2.

4.8 Toxicologia aguda y tolerancia local endovenosa

En las tablas IX y X se aprecia que no se presentaron signos clinicos de toxicidad en los
animales tratados. Ni a las 24 horas ni a los 14 dias. Este resultado sugiere que F1 es

seguro desde el punto de vista clinico.
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Tabla IX. Observaciones de los signos clinicos durante 24 horas.

Signos Clinicos Machos (X) Hembras (X) Machos (50X) Hembras (50X)
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Ojos 0 0 0 0 0 0 0 0
Mucosa 0 0 0 0 0 0 0 0
Sistema 0 0 0 0 0 0 0 0
Respiratorio
Sistema 0 0 0 0 0 0 0 0
circulatorio
Sistema auténomo | 0 0 0 0 0 0 0 0
Sistema nervioso | 0 0 0 0 0 0 0 0
central
Mudanza de pelo | 0 0 0 0 0 0 0 0
Temblores 0 0 0 0 0 0 0 0
Convulsiones 0 0 0 0 0 0 0 0
Salivacién 0 0 0 0 0 0 0 0
Piel 0 0 0 0 0 0 0 0
Sedacién 0 0 0 0 0 0 0 0
Somnolencia 0 0 0 0 0 0 0 0
Muerte 0 0 0 0 0 0 0 0
Otros 0 0 0 0 0 0 0 0

Nota: En el cuadro se anota el nimero de animales con la afeccién.

Tabla X. Observacién de los signos clinicos durante 14 dias.
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Signos Clinicos con | Dias

X, 50X, Placebo, Sin

tratamiento
Ojos 0 0100 1|0 O 0 0|0 0 0 0 0 0
Mucosa 0 0100 1|0 O 0 0|0 0 0 0 0 0

Sistema Respiratorio | 0 0(0O0O|O]O 0 |0 |0 0 0 0 ]0 0

Sistema circulatorio 0 010101010 0 010 0 0 0 0 0

Sistema auténomo 0 000 (0 ]O 0 010 0 0 0 0 0

Sistema nervioso | 0 000 (0 ]O 0 010 0 0 0 0 0
central

Mudanza de pelo 0 0|0 (0O ]O0|O 0 |0 O 0 0 0 |0 0
Temblores 0 0|00 ]O0|O 0 |0 O 0 0 0 |0 0
Convulsiones 0 0(0|O0O(|O]O 0 010 0 0 0 0 0
Salivacién 0 0|0 (0 ]O0|O 0 |0 ][O 0 0 0 |0 0
Piel 0 0|0 (0 ]O0|O 0 |0 ][O 0 0 0 |0 0
Sedacién 0 0|00 ]O0|O 0 |0 |O 0 0 0 |0 0
Somnolencia 0 0O(0|O0O(|O]O 0 010 0 0 0 0 0
Muerte 0 0|0 ([0 ]0|O 0 |0 ][O 0 0 0 |0 0
Otros 0 0|0 ([0 ]0|O 0 |0 ][O 0 0 0 |0 0

En el cuadro se anota el numero de animales con la afeccién, segtin el dia que aparecid el evento y
se indica ademas el grupo al que pertenecen.

En la tabla XI se puede apreciar que las observaciones macroscépicas del sitio de
inoculaciéon y zonas aledafias, no indicaron eritema ni edema, por lo que el indice de

irritacion fue de 0,0.

Tabla XI. Resultados de la evaluacién macroscopica de la cola del raton después de la inyeccion.
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Grupo Grado

0 1 2 3 4
24 horas
X (hembras) 0 0 0 0 0
X (machos) 0 0 0 0 0
50X (hembras) 0 0 0 0 0
50X (machos) 0 0 0 0 0
14 dias
Placebo (macheos) | 0 0 0 0 0
Placebo 0 0 0 0 0
(hembras)
Sin tratamiento | 0 0 0 0 0
(machos)
Sin tratamiento 0 0 0 0 0
(hembras)
X (machos) 0 0 0 0 0
X (hembras) 0 0 0 0 0
50X (machos) 0 0 0 0 0
50X (hembras) 0 0 0 0 0

0=Normal, 1=Ligero enrojecimiento, 2= Rojo sin inflamacion pero que envuelve del 25 al 100% de la
cola, 3= Rojo profundo a pirpura con inflamaciéon discernible, 4= Purpura pronunciado e
inflamacién.

En el peso de los ratones eliminados a las 24 horas no se apreciaron diferencias
significativas entre ninguno de los grupos, ni entre sexo, lo que sugiere que el
radiofarmaco no influye en este aspecto, los valores obtenidos son representados en la

tabla XII.

Tabla XII. Comportamiento del peso corporal (gramos) de los ratones en el ensayo de
tolerancia local endovenosa (24 horas)
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Grupo Peso (gramos) Grupo Peso (gramos)
X (machos) X (hembras)

1 29,7 1 28,5

2 25,5 2 28,5

3 30,0 3 33,7

4 32,8 4 34,1

5 30,3 5 28,6
promedio + ds 30,86+4,01 a promedio + ds 30,68+2,94 a
50X (machos) 50X (hembras)

1 29,6 1 30,4

2 25,2 2 33,5

3 29,8 3 33,3

4 32,6 4 34,6

5 30,25 5 31,0
promedio + ds 29,49+2 68 b promedio * ds 33,96+2,33 b

Las diferencias entre los valores promedio de a y b, se calculé6 mediante la prueba t de student con un nivel de
significacion de a<0,05.

Practicamente no se observaron diferencias entre los tratados con el radiofarmaco y los
controles tratados con solucién de NaCl 0,9%. Cuando se emplea ANOVA vy la prueba
de Student Neuman Keuls (p<0,05). Se puede observar en la tabla XIII que en todos los
casos hay ganancia en peso, este hecho no es debido a una incidencia especifica del
farmaco ya que se observa una homogeneidad en todos los grupos en el tiempo, lo cual se

asocia al crecimiento natural de los animales.

Tabla XIII. Variaciones en el peso corporal de los animales de los grupos 50X, Placebo
y sin tratamiento, sacrificados a los 14 dias de haber sido inoculados con el

radiofdarmaco.

Grupo 1dia 7 dias 14 dias
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50X (machos) 23,80+ 0,88 27,80+1,48 30,98+1,29
50X (hembras) 23,45+ 1,23 27,62+1,06 31,00+£1,34
Placebo (machos) 24,50+1.0 27,30+1,30 29,92+2,39
Placebo (hembras) 24,00+0,97 26,67+1,23 30,00+2,12
Sin tratamiento 23,68+1,19 26,96+1,65 29,16+1,61
(machos)

Sin tratamiento 24,01+1,23 27,12+1,54 30,01+1,54

(hembras)

Las diferencias entre los valores promedio segiin sexo, tipo de tratamiento y momento de la observacion, se

calcularon mediante la prueba t de student con un nivel de significacion de a<0,05.

El estudio microscopico de los 6rganos seleccionados, a las 24 horas y a los 14 dias, no

mostraron alteraciones, ni en el grupo de las dosis X, ni en el de 50X.

Debe hacerse notar, como se muestra en las tablas XIV y XV, que en los casos donde

existié pérdida endotelial sin inflamacién ni signos de trombosis la misma era debida al

efecto traumatico de la inoculacién.

Tabla XIV. Resultados microscépicos en el sitio de inoculacién del producto (24 horas de observacién)

Grupo Perdida endotelial Inflamacién perivascular Trombosis
X (machos)

1 0 0 0

2 2 2 0

3 0 2 0

4 0 0 0
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5 0 3 0
X (hembras)

1 0 0 0
2 3 2 0
3 0 0 0
4 0 0 0
5 0 2 0
50X (machos)

1 0 0 0
2 0 1 0
3 0 1 0
4 2 0 0
5 2 2 1
50X (hembras)

1 0 0 0
2 1 1 0
3 3 0 0
4 0 2 0
5 2 2 0

Tabla XV. Resultados microscopicos en el sitio de inoculacién del radiofarmaco (14 dias)

Grupo Perdida endotelial Inflamacién perivascular | Trombosis

50X machos hembras | machos hembras machos hembras
1 0 0 0 0 0 0

2 1 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0 0

4 0 0 0 0 0 0

5 0 1 0 0 0 0
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Sin tratamiento

1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 1 0 0
5 0 0 0 0 0 0
Placebo

1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 1 0 0 0
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 0 3 0 0 0

En la tabla XVI se exponen los resultados del estudio de tolerancia local endovenosa, los
resultados del analisis histologico mostraron que los indices de irritacion local estaban
entre 0 y 1, por lo que se puede inferir que existi6 una buena tolerancia endovenosa de

F1.

Tabla XVI. Evaluacion del indice de irritacion en el ensayo de tolerancia local
endovenosa, tanto para el grupo de 24 horas como para el grupo de 14 dias.

Grupo Indice 24 horas Indice 14 dias
X machos 0,60 -

X hembras 0,47 -

50X machos 0,60 0,066
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50X hembras 0,73 0,12
Placebo (NaCl 0,9%) machos - 0,33
Palcebo (NaCl 0,9%) hembras - 0,0
Sin tratamiento (machos) - 0,0
Sin tratamiento (hembras) - 0,0

Indice de irritacion < 1: El fdrmaco no causa irritacion en el punto de inyeccién, ni en zonas aledaiias.

- no se realizo observacion

Capitulo V. DISCUSION

Desde la década de los afios 90s en que se introdujo en la practica clinica la *™Tc-
Ciprofloxacina, para el diagndstico gammagrafico de procesos infecciosos, el
radiofarmaco ha tenido gran demanda y su uso se ha ido generalizando en varios paises
del mundo. Sin embargo, la expectativa de sus creadores, de imponerlo como el
radiofarmaco de eleccion para la deteccion de las mencionadas dolencias ha tenido una
discreta aceptacion, debido fundamentalmente a su variada biodistribucién, la cual esta en
funcién de la presencia o no de impurezas en la solucion inyectable y esto a su vez
depende del método de marcaje utilizado (SJ Oh, 2002). Se ha planteado que su afinidad
por bacterias vivas es limitada, por lo que su eficacia diagnostica, esta en discusion

(Dumarey N, 2002). Pero teniendo en cuanta que es un farmaco con probada eficiencia en
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la terapia, es posible que la insuficiente precisiéon para el diagnostico especifico de
inflamaciones sépticas, que algunos autores plantean (Dumarey N, 2002), se deba
igualmente a una baja pureza o a una manifiesta disminucion de la actividad biol6gica

causada por el proceso de marcacion.

En la presente investigacion, se han optimizado dos metodologias para el marcaje de la
ciprofloxacina con *"Tc, en las cuales se aplicaron elementos novedosos, que modifican
los métodos ya conocidos. En una de ellas se disefié la formacion de complejos entre los
grupos reducidos de la molécula de antibiético y el *™Tc, es por ello que se le denominé
radiomarcaje directo, donde se utiliz6 el SnF, como reductor, al producto final
optimizado se le llam6 F1; los rendimientos de marcaje obtenidos, sin purificacién
previa, son adecuados para su uso, tanto al incubar la reaccion en BAH como a TA, los
cuales fueron de 97,20+0,94 % y 92,13+1,06 % respectivamente, estos resultados se
ilustran en la tabla I. Esto constituye una experiencia nueva en el radiomarcaje de la
ciprofloxacina, ya que nunca antes se habia utilizado SnF, como reductor del radiometal y
mas atn teniendo en cuenta que la pureza obtenida estd acorde con las reportadas por
varios grupos de trabajo que utilizaron entre 100 y 400pg de SnCl,.2H,O, AFS y
polimeros redox (Kleisner I, 2002; Lima JET, 2004; Oh SJ, 2002; Solanki KK, 1993). Se
constato que cuando se marco a TA los resultados demostraron una importante cantidad
de tecnecio libre, comparado con la obtenida mediante el método de calor, la diferencia
es estadisticamente significativa caracterizada por una p= 2,4857E-05, aplicando la
prueba t-student, lo que impone determinar que la metodologia de incubacion a alta
temperatura debe ser la de eleccion. Estos resultados contradicen lo planteado por Lima
JET y colaboradores en el 2004, quienes llegaron a la conclusion de que los resultados
son similares independientemente de la temperatura de incubacién que se utilice, los
valores inferiores de pureza encontrados a TA, en el presente trabajo, se explican
teniendo en cuenta la baja concentracion del reductor (aproximadamente 10pg/ml) y a la
disminucién de la cinética de la reaccion de acomplejamiento a dicha temperatura
(Solanki KK, 1993). No obstante, un 92,13+1,06 % de rendimiento a TA, no significa un
resultado deficiente, puesto que en las normas aprobadas por el Organismo Internacional

de la Energia Atomica (OIEA) se exige una pureza superior a 90% para todos los
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radiofdrmacos de uso humano marcados con *"Tc (OIEA-ARCAL XV 1999: pp. 21).
Generalmente cuando se utiliza SnCl,.2H,O en la formulacién la pureza adecuada es

alcanzada solo cuando se purifica a través de minicolumnas Sep-pak C18 o Filtros
miliporos de 0,2 pm, con el propésito de eliminar ciertas especies coloidales como son
los 6xidos e hidroxidos de Sn** {[Sns (OH)*], [Sn, (OH).]*"y Sn,O*'}, compuestos que se
forman en soluciones acuosas a pH mayores de 4,5 lo cuales tienden a formar
radiocoloides con el *™Tc [Jones AG, 1982 (1) y (2)] y son fagocitadas por las células

reticuloendoteliales [Jones AG, 1982 (2)]. Estos productos; de administrarse sin previa
purificacién, provocan una biodistribucién desfavorable para los estudios gammagraficos
ya que se acumulan considerablemente en el higado, en el bazo y en la médula 6sea, lo
que a su vez reduce la posibilidad de visualizacion de lesiones infecciosas en la region
abdominal y en columna vertebral. Seria preciso eliminar dichas moléculas de la
solucion, para obtener imagenes de calidad, pero este procedimiento encarece
considerablemente el proceso dado que habria que utilizar una minicolumna Sep-Pak C18
o un filtro miliporos para cada paciente. Afortunadamente el radiomarcaje directo
utilizando SnF, e incubando a altas temperaturas, propuesto en el presente trabajo, rinde
una adecuada pureza sin previa purificacion, lo que redunda en un proceso mas

econémico y eficiente.

Los valores de pureza radiofarmacéutica obtenidos mediante la metodologia de marcaje
indirecto de la ciprofloxacina, introduciendo un quelatante bifuncional (F2) se muestran
en la tabla II, donde el rendimiento optimo fue de 94,67+1,77%, significativamente
inferior al obtenido con Flincubando en BAH, este resultado es inédito, pues no existen
reportes respecto al marcaje indirecto de la molécula en cuestién. Al observar los
resultados de estudios anteriores, donde se utilizé la via directa, este valor de pureza de
F2 resulta significativamente inferior, pero es adecuado para su uso in vivo. Ademas
cumplié con las expectativas propuestas a la hora de disefiar la investigacion, basada en la
conjugacion del HYNIC por enlace peptidico al grupo amino secundario de la molécula
de antibidtico y posteriormente estabilizar el radiocomplejo con tricina (Qu T, 2001;

Decristoforo C, 2002; Leslie WD, 2003; Meléndez L, 2003). Las impurezas que
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predominaron en F1 son los radiocoloides, mientras que en F2 primé el pertecnetato libre,

todas en cantidades aceptables.

La evaluaciéon de la estabilidad de la marca en la solucién inyectable resulta
particularmente importante para precisar el tiempo de garantia de calidad en cuanto a la
pureza radiofarmacéutica del preparado. En la figura 4 se evidencia que F1, mantuvo un
porcentaje de disociacion significativamente superior al que manifest6 F2 pasadas cinco
horas, los cuales fueron de 3.16+0,29% y 2.53+0.40% respectivamente a las seis horas.
Pasado este tiempo se pudo apreciar un aumento del deterioro de ambos radiocomplejos.
Independientemente de la diferencias, estos resultados son alentadores para el futuro uso
in vivo de ambos productos, en lo referente a la estabilidad en soluciéon inyectable, lo
que gravita favorablemente en el tiempo de aprovechamiento del producto. Dicho
tiempo es superior al que lograron por Lima JET y colaboradores en 2004, lo cual no es
sorprendente teniendo en cuenta que los referidos autores utilizaron un pH de 6, lo que
favorecié la disociacién del complejo por formacion de cloruro basico y 6xido de Sn
(IT) hidratado [Jones AG, 1982 (1) y (2)]. También hay que tener en cuenta que la sal de
fluoruro (SnF>) le confiere mayor estabilidad al reductor Sn**, siendo menos vulnerable
que el SnCl,.2H,0O a sufrir los procesos de oxidacién e hidrélisis antes mencionados.
Ambos radiofarmacos investigados presentan una estabilidad en solucién inyectable,
similar a la reportada por Kleisner I y colaboradores en el 2002; lo que seguramente se
debe, a la estricta regulacion del pH, sugerida por los referidos investigadores; que
ademas se controlé meticulosamente pues se plantea que a pH entre 3,0-4,5 se conserva

la actividad antimicrobiana de la ciprofloxacina (Kleisner I, 2002).

En la tabla III, es posible observar el efecto que produce la cisteina sobre los productos
evaluados debido a su poder quelante, caracterizado por la presencia de un grupo tiol (-
SH) en su estructura, el cual es un potente ligando donador de electrones para formar
complejos de coordinacién con metales reducidos. Teniendo en cuenta que este farmaco
tiene una amplia distribucion corporal, el presente estudio permite establecer una
aproximacioén de la estabilidad end6gena del complejo frente a aminoacidos y péptidos
presentes en muchos liquidos corporales y que presentan el grupo tiol en su estructura,

entre los que se encuentran en mayor proporcion la cisteina y el glutation intersticiales,
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los que estan en un rango entre 10 y 100 pM y en el plasma esta es de 10uM
aproximadamente ((Lehninger AL, 1981; Hnatowich, 1993), el estudio permitié suponer
que durante las cinco horas posteriores a la administracién del radiofarmaco F1, éste
sufrird una pérdida de marcaje por disociacion del complejo entre 4,01+0,70 y
22,40+0,54%, mientras que F2 se disociara entre 3,77+0,04 y 8,20+0,44%, la diferencia
entre los valores promedios es estadisticamente significativa para todos los puntos de

analisis (p<0,05), favorable al radiocomplejo obtenido por la via indirecta.

La evaluacién de la estabilidad de los radiocomplejos en suero humano, permite
establecer una estimacion del comportamiento in vivo de los radiofarmacos. En este
sentido ambos radiocomplejos mantuvieron niveles de pureza en suero humano, a 37°C,
superiores a 90% por un tiempo de cinco horas como se observa en la figura 5. No
obstante F2 se comporté mas estable que F1, encontrandose una diferencia
estadisticamente significativa entre las pureza de ambos, con una p<0,05 todo el tiempo,
debido a que sufri6 menores porcentajes de disociacion del marcaje en todos los puntos
de medicion. Este resultado permite suponer que en la circulacion sistémica la pureza
radioquimica mantendra su valor por encima del limite aceptable por un tiempo

suficiente, lo cual permitira completar satisfactoriamente, la ejecucion del estudio.

Como se presumio F2 se mostr6 mas estable que F1 en solucion inyectable, en suero
humano y en reto contra cisteina, lo cual se explica, teniendo en cuenta que en la
formacion del radiocomplejo *™Tc-tricina-HYNIC-Ciprofloxacina intervienen cinco
grupos aminos primarios y un grupo hidroxilo, los cuales le confieren alta estabilidad al
radiocompuesto (Decristoforo S, 2002). El complejo F1 no se ha podido caracterizar
estructuralmente, ni existen reportes bibliograficos al respecto pero tedricamente existen
varias posibilidades de formacién del radiocomplejo, dado que presenta varios grupos
proclives a la formacién de enlaces de coordinacién con el *Tc reducido, pero ninguna
variante presenta un complejo mas fuerte que el producido por F2. Estos resultados
permiten ratificar que, aunque la ciprofloxacina manifiesta una amplia distribucién en los
liquidos intersticiales, en la primera hora de inyectada, ambos productos pueden ser

usados en la clinica sin esperar una pérdida considerable de pureza radiofarmacéutica
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durante el tiempo necesario para llegar a las células patdgenas y penetrar a su interior por
difusion pasiva (Devillers A, 1998). Es decir una pureza superior a 70%, por mas de
cinco horas es suficiente para que ocurra la internalizacién del radiofarmaco en las
lesiones infecciosas, debido a que el tiempo medio biol6gico del antibi6tico en sangre es
de cuatro horas (Devillers A, 1998) y que un estudio gammagrafico puede ser realizado

completamente en el mismo tiempo; estos resultados de disociacion de radiomarcaje no

sugiere invalidacion del uso de ninguno de los dos productos para su uso in vivo [Britton

KE, 1997; Winter de F, 2001 ].

Tal como se mostré en la figura 6, los rendimientos de los radiomarcajes a diferentes
tiempos después de que los farmacos se almacenaron en congelacion a -20 °C, fueron
superiores a 90% por un tiempo de cinco semanas. Este resultado permite valorar
positivamente la opcién de preparar lotes pequefios a escala de laboratorio para cubrir la
demanda de un departamento de medicina nuclear sin necesidad de importar los costosos
kits comerciales, esta modalidad de autoabastecimiento ha sido promovida por el OIEA
en los ultimos afios (CRP E13030 2004-2008). No obstante, se impone valorar la
posibilidad de liofilizar la formulacion en aras de alargar el tiempo de estabilidad, de
garantizar las buenas practicas de manufactura y al mismo tiempo proceder producciones

a gran escala para su comercializacion.

Los controles microbiologicos de ambas formulaciones (F1 y F2) no mostraron resultados
positivos de crecimientos microbianos, ni a los 7, ni a los 14 dias en ninguno de los
experimentos realizados. Tampoco en los analisis de pir6genos se detectaron aumentos de
la temperatura corporal en ninguno de los animales estudiados a los 30, 120 y 180
minutos, segun estos resultados, fue posible confirmar que se emplearon buenas practicas
de manufactura en los procesos de preparacion y que por tanto estos cumplen con las
primicias de las buenas practicas farmacéuticas que garantizan la seguridad de los

radiofarmacos inyectables (TEC-DOC, 1992).

En la tabla V se exponen los resultados de los parametros farmacocinéticos calculados
para F1 y F2 en ratas Wistar sanas, donde se puede constatar una predominante

eliminacion de radiactividad por via renal, la cual fue de 42,19+0,44% para F1 y de
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41,010+0,047%, para F2, durante las primeras seis horas posteriores a la administracion
de los radiofarmacos, donde F1 mostr6 un porcentaje significativamente superior al que
manifestd F2 (p=0,003). Estos valores son superiores al reportado para la molécula nativa
y sus metabolitos (oxiciprofloxacina, sulfociprofloxacina, desmetilenciprofloxacina y
formiciprofloxacina), el cual es del 75% en 24 horas (Diccionario de Especialidades
Farmacéuticas, 1995). Ademas, es sabido, que parte del *™Tc es captado por moléculas
endogenas portadoras de grupos tiol, como cisteina las cuales se eliminan
fundamentalmente por la orina, este fenomeno fue corroborado en el estudio de
estabilidad en soluciones del aminodcido. Adicionalmente, una parte del *™Tc es
transferido al glutation, molécula endogena en forma de tripéptido que interviene en el
metabolismo celular (Lehninger AL, 1981), el cual forma enlaces fuertes con el *"Tc,
debido a la presencia del grupo tiol en su estructura. La figura 9, muestra los resultados
de un estudio cromatografico de fase reversa en columna Sep-Pak C18, donde se aplico
orina radiactiva de ratas Wistar, inyectadas con ambos radiofarmacos y colectadas cuatro
horas después de la administracién. Dicho estudio, permitié observar que las areas bajo
los picos de maxima radiactividad correspondieron al 19,1110+0,0007% para F1 y al
24,61+0,40% para F2. Las muestras colectadas correspondientes a la maxima
radiactividad manifestaron la maxima absorbancia a 278 nm en ambos casos, lo que
permitié verificar que corresponden a la ciprofloxacina intacta y a sus metabolitos.
También fue posible calcular las areas bajo los picos de actividades menores donde se
constatd que un pico con un area 0,181+0,002% para F1 y otro con un area
0,151+0,004% para F2 corresponden a especies endogenas con grupos tioles en sus
estructuras puesto que se observé una absorbancia maxima a 260 nm. Esta radiactividad
puede corresponder a que existe una cierta cantidad de *"Tc unido a cisteina y a
glutation, los cuales se encuentran en cantidades no despreciables en los liquidos
corporales (Hnatowich, 1993), ademas estos resultados concuerdan con el estudio de
estabilidad en cisteina, donde F1 sufrié una disociacion del marcaje significativamente
mayor. Estas observaciones permiten aseverar que los componentes que se encuentran en
mayor proporcion en la orina radiactiva son el farmaco intacto y sus metabolitos ya que

las proporciones de dichas especies, tanto para F1 como para F2 muestran una diferencia
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estadisticamente significativa (p<0,05), respecto al porcentaje de *"Tc unido a moléculas

enddgenas que se comportan como quelantes fuertes.

El producto F1, manifest6 una cinética mas rapida que F2, caracterizada por los
resultados del célculo de Ti.g, los cuales fueron de 2,440+ 0,007 y 3,07 + 0,12 horas
respectivamente, ambos tiempo cumplen con las normas establecidas para los
radiofarmacos de *™Tc, donde se plantea que el mismo debe ser cuantitativamente similar
o menor que la menor de las dos variables que se tienen en cuenta para el calculo (T1.ry
Ti» ), esto garantiza una dosis de irradiacion minima al paciente y una rapida cinética
fisiologica del agente trazador (Bernier DR, 1993). El hecho de que el Ty: sea mucho
menor para F1, con una diferencia estadisticamente significativa (p=0,00027), se debe a
que F2 es una estructura quimica mas grande y compleja, caracterizada por el
enlazamiento del HYNIC y de dos moléculas de tricina al antibidtico, ademas que
presenta un mayor porcentaje de enlazamiento a proteinas plasmaticas (Diccionario de
Especialidades Farmacéuticas, 1995). Esta establecido ademas, que la utilizaciéon de
grupos quelantes bifuncionales y de estabilizantes para la conformacion de los enlaces de
coordinacion entre los grupos donantes de electrones y el *™Tc reducido, a pesar de que
le aportan mayor hidrosolubilidad a los radioconjugados, también le confieren al
producto final una farmacocinética mas lenta, asi como un Vss menor (Qu T, 2001 y

Decristoforo C, 2002).

Otros autores han reportado que utilizando 1 mg de AFS y alta temperatura de incubacion
se logra reducir la acumulacién renal por un tiempo de cuatro horas, tiempo reportado
como 6ptimo para la adquisicion de un estudio clinico (Oh SJ, 2002; Winter de F, 2001
M), No obstante, en los estudios de biodistribucién en animales ejecutados en el presente
estudio, se constatd una marcada acumulacion renal en todos los puntos de medicion,
tanto para F1 como para F2, este comportamiento se puede considerar normal debido a
que estd demostrado que el mayor porcentaje; tanto del farmaco nativo como de sus
metabolitos es eliminado por esta via, datos presentados en las tablas IV y VI. Dicha
eliminacion comienza desde el mismo momento de la inyeccion al compartimiento
sistémico (Britton KE, 1997; Winter de F, 2001 ©; Kleisner I, 2002). La actividad

hepatica es significativamente inferior para F1 respecto a la observada para F2 en todos
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los puntos de analisis durante las 24 horas de estudio, lo cual se debe a que F1 sigue una
cinética mas cercana a la de la molécula nativa, ya que no presenta especies quimicas
adicionales para conformar el radiocompuesto, lo cual provoca mayor acumulacién
hepatica (Decristoforo C, 2002). No obstante, las acumulaciones hepaticas, tanto de F1
como de F2 son menores que las encontradas en reportes anteriores, donde no purifican
las soluciones de los radiofarmacos, en los cuales se cuantificaron especies radiactivas
coloidales que muestra acumulacion hepatica por fagocitosis y no precisamente porque
esto se deba totalmente a la acumulacion normal del antibidtico radiomarcado, dado que
esta es su principal ruta metabolica. Las disminuidas acumulaciones de F1 y F2 en el
higado y en el bazo, constituyen un resultado alentador, en lo referente a que, de ser asi
en los humanos, las exploraciones gammagraficas en la regién abdominal produciran
imagenes con buena relacion lesion/region contralateral (cpm), lo cual permitira un

diagnostico mas eficiente.

De los datos aportados por la biodistribucion en ratas, se calcularon curvas de % DI/g en
el tiempo para cada 6rgano fuente, con el objetivo de hacer una estimaciéon de la
dosimetria interna en 6rganos blanco de humanos normales. Dicho analisis permitio
constatar que los mayores tiempos de residencia fueron encontrados en los rifiones y el
higado siendo estos de 0,48+0,03 y 0,19+0,07 horas respectivamente para F1 y de
0.52+0,02 y 0,20+0,12 horas respectivamente para F2, datos expuestos en las tablas VII y
VIII. Los resultados permitieron apreciar que los tiempos de residencia en ambos
organos, fueron significativamente mayores para F2, lo cual sugiere que el metabolismo y
la eliminacion del radioconjugado obtenido por la via indirecta son mas lentos que para la
molécula de ciprofloxacina marcada directamente (Mandell GL, 1996). Sin embargo,
tanto en la investigacion de Winter F de, 2001 ®, como en la presente, la mayor

concentracion de actividad se encuentra en los rifiones y por tanto el mayor tiempo de
residencia [Winter F de, 2001 @], lo cual estd relacionado a que la via principal de
eliminacion es la renal. Las mayores dosis aportadas por F1 y F2 se reportan en higado,
las cuales fueron de 5,76E-03+ 8,37E-06 y 6,30E-03+4,0E-041 respectivamente y para
rifiones, siendo estas de 1,16E-02+4,41E-05 y 1,27E-02+1,11E-04 respectivamente, dosis

que en el caso de los rifiones son marcadamente superiores a 2,68E-03+0,48E-03
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mGy/MBq reportada por Winter F de, 2001 @ para la ciprofloxacina marcada por via

directa con AFS como reductor.

No obstante, las dosis absorbidas por los 6rganos blancos estudiados tanto con F1 como
con F2, cumplen con los estandares internacionales, puesto que para un procedimiento de
medicina nuclear, en 6rganos y tejidos, la mencionada dosis debe estar entre 1 y 10 mGy,
que es un nivel muy por debajo de los niveles limites en que los tejidos del cuerpo sufren
dafo directo y provocarian la muerte celular. A este tipo de dafio radiactivo se lo

denomina efecto determinista (Nuclear Medicine Technology and Techniques, 1997).

El grafico de la figura 10 muestra la eficacia biol6gica de ambas formulaciones, donde se
evidencié que F2 manifiesta una unioén a bacterias in vitro significativamente inferior
(19,59+0,01) con respecto a F1 (35,201+0,008%) a las seis horas. Este ultimo mostré un
comportamiento similar al publicado por Oh SJ, 2002, los cuales marcaron a TA pero
utilizaron mucha mayor cantidad de reductor (100pug de SnCL.2H,O) vy
significativamente superior al resultado obtenido por Sierra JM, 2008, cuando marcaron a
TA y con 100pg de SnCl..2H,O, obteniendo un enlazamiento de 22+3,2% por
35,25+0,07% de F1 a los 30 minutos. Todas las comparaciones de medias reportaron

diferencias significativas (p<0,05). La causa de la deficiente fijacion del radiofarmaco F2

a las bacterias en el estudio in vitro se explica mediante el aumento de la hidrosolubilidad
que le confieren las moléculas de tricina al radiocomplejo (Decistoforo S 2002 y
Melendez Alaford L 2003), lo que a su vez limita la penetracién al interior de las
bacterias, debido a la disminucion de la liposolubilidad que sufre el radioconjugado. Este

resultado del estudio in vitro con F2, se pudo corroborar en los estudio in vivo, mostrado

en las figuras 13 y 14, donde se apreci6 una disminuida captacion del radiofarmaco en los
musculos infectados, en donde se constat6 por analisis microbiol6gicos, una abundante
presencia de bacterias vivas. Dicha captacion fue similar a la observada en el modelo de
inflamacion estéril; esto ratifica una disminuciéon de la capacidad de penetracion del
radiofarmaco F2 al interior de las bacterias. Aunque no se han publicado trabajos
similares con ciprofloxacina estas consideraciones constatan que F2 presenta baja

afinidad por bacterias tanto en experimentos in vitro como in vivo (Decristoforo S, 2002;

Oh SJ, 2002). Las ligeras acumulaciones observadas y cuantificadas en las zonas

97



inflamada estériles e infectadas son debidas fundamentalmente a la penetracion facilitada
por la permeabilidad vascular que se produce en los procesos inflamatorios, para facilitar
la exudacién de moléculas plasmaticas a la zona lesionada por diapédesis, teniendo en
cuenta que ambos son procesos inflamatorios agudos con solo 24 horas de inducidos

(Chianelli M, 1997).

Atendiendo al insuficiente comportamiento bioldgico in vitro, de F2 en cuanto al
reconocimiento de los microorganismos vivos, se puede deducir que el mismo no sera ttil
para la deteccion especifica de procesos infecciosos a través de las imdagenes
gammagraficas. Esta afirmacion obedece a que en el ensayo in vitro no media la
acumulacion por permeabilidad vascular y si el mecanismo bioldgico de penetracién
pasiva al interior de la célula patégena. Es por esta razon que se descarta la posibilidad de
que F2 facilite la diferenciaciéon entre una inflamacién infectada de una estéril, no
obstante pudiera ser evaluado para su utilizacién en el diagnéstico gammagrafico de
inflamaciones en general, ya que mostr6 buena acumulacion en las inflamaciones
inducidas. Este resultado constituye un aporte al conocimiento del radiomarcaje de

ciprofloxacina con **Tc y la influencia del método sobre su actividad bioldgica.

Al inyectar F1 a los ratones objetos del estudio toxicol6gico, no fue observado
practicamente ningin signo de toxicidad. No se apreciaron signos clinicos ni efectos
irritantes. Al observar macroscopicamente los érganos seleccionados, se comprob6 que
estos no fueron afectados; ademas, no se alteré la ganancia en peso de los animales. En el
estudio histopatoldgico de las porciones de las colas donde se aplicaron las inyecciones
del radiofarmaco, se pudo observar que se produce una irritacion similar a la ocasionada
en los casos en que se administr6 cloruro de sodio al 0,9%, por lo que se concluyé que no
produce irritacion local apreciable. Es preciso sefialar que aunque se aplico una dosis 50X
esta es apenas el 50% de lo que se administra a un humano adulto en una sola aplicacion
endovenosa para terapia, por lo que es poco probable que aparezcan dafios irritantes,
teniendo en cuenta ademas, que no se reporta alto grado de toxicidad para ninguno de los

productos en la formulacién F1.

Es posible asegurar que aplicando 50 veces la dosis en el humano para diagnostico, la

cual contiene 0,028 mg/kg de ciprofloxacina, 0,28 pg/kg de SnF, 142uCi/kg de *"Tc y
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3.8 pg/kg de NaCl al 0,9% para un individuo de 70kg, el producto no provoca reacciones
toxicas apreciables. El radiofarmaco es igualmente bien tolerado ya que no produce
afectaciones en el sitio de inoculaciéon ni desde el punto de vista macroscépico ni
microscopico, los hallazgos sugieren que los componentes utilizados para modificar la
formulaciéon no provocan reacciones téxicas y por tanto se puede asegurar que le
confieren seguridad para el paciente, pero es precisa su evaluacion toxicologica a dosis en
repeticion, ya que los pacientes que resulten positivos de un proceso infeccioso
necesitaran de un seguimiento evolutivo y por tanto varios estudios gammagraficos hasta

su completo reestablecimiento.

Los alentadores resultados alcanzados en la evaluaciéon preclinica de F1, sugieren que
este es lo suficientemente eficiente y seguro, como para ser evaluado clinicamente

mediante un ensayo fase I-II.

99



Capitulo VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

1-

4-

Las metodologias de radiomarcaje evaluadas permitieron la optimizacion de
dos formulaciones (F1 y F2) las cuales rindieron purezas radioquimicas
superiores a 90%. Los productos finales son estériles y apirogénicos lo que
sugiere que la metodologia y los materiales utilizados, cumplen con las
normas de calidad requeridas.

F2 mostr6 una estabilidad significativamente mayor que F1 en la solucién
inyectable, en suero humano y en soluciones de cisteina. No obstante F1
mantiene un porcentaje de marcaje adecuado durante un tiempo suficiente, lo
que no limita su uso in_ vivo. Ambas formulaciones almacenadas en
congelacion rinden purezas radiofarmacéuticas superiores a 90% por un
tiempo de cinco semanas.

Ambos radiofarmacos mostraron patrones de biodistribucién favorables para
la realizacién de estudios gammagraficos, caracterizados por una cinética en
sangre rapida, asi como por una disminuida biodistribucién en o6rganos
abdominales y toracicos, lo que permite suponer que son adecuados para
realizar exploraciones a esos niveles. Ambos productos son seguros desde el
punto de vista radiologico puesto que las dosis absorbidas no superan los 10
mGy para ninguno de los 6rganos blanco.

F1 se une mas eficientemente a bacterias vivas, tanto en experimentos in vitro

100



como in vivo; la pobre afinidad de F2 por los microorganismos vivos,
compromete su capacidad para la diferenciacién entre una inflamacion
infectada y una estéril. No obstante F2 pudiera ser evaluado para el
diagnostico de inflamaciones en general.

5- El producto F1 sugiere seguridad desde el punto de vista clinico ya que no

provoco signos de toxicidad en los animales estudiados.

6.2 Recomendaciones

1- Evaluar la toxicologia a dosis en repeticion, ya que es preciso el seguimiento

evolutivo de los pacientes a través de la técnica gammagrafica.

2- Solicitar la licencia para la ejecucién de un ensayo clinico fase I-II.
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ANEXOS
Anexo 1
Escala de graduacion para el modelo de la vena de la cola del raton.

Observaciones macroscopicas

Grado Observacion

0 Normal, los cambios que se aprecian son los asociados con el trauma

ocasionado por la administracion

1 Ligero enrojecimiento, la irritaciobn se limita al é&rea del sitio de

administracién en la cola

2 Rojo sin inflamacion pero que envuelve del 25 al 100% de la cola.
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3 Rojo profundo a ptrpura con inflamacion discernible.

4 Ptrpura pronunciado e inflamacion

Anexo 2

Escala de graduacion de los hallazgos histopatoldgicos en los animales.

PERDIDA ENDOTELIAL

Grado Observacion

0 Ninguna

1 Menos del 25%
2 Entre 25-75%
3 Mayor del 75%

INFLAMACION PERIVASCULAR

Grado Observacion

0 Ninguna

1 Algunos leucocitos perivasculares

2 Coleccion focal de leucocitos perivasculares
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3 Amplias bandas de leucocitos perivasculares
TROMBOSIS VASCULARES

Grado Observacion

0 Ninguna

1 Pequefios tacos de fibrina

2 Trombos con parcial obstruccién

3 Trombos con completa o casi completa obstruccion.
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