CienciAs NUCLEARES | |

Uso de solventes no acuosos en la sintesis del radioconjugado
DOTA-I-Nal*-octreotida marcado con galio-68

Marylaine Pérez-Malo Cruz, René Leyva Montana, José Morin Zorrilla
Centro de Is6topos. Ave. Monumental y Carretera La Rada, Mayabeque. Cuba.
marylaine @centis.edu.cu

Resumen

Los tumores neuroendocrinos sobreexpresan receptores de somatostatina. Su diagnéstico se ha
extendido debido al radiomarcaje de DOTA-péptidos como el analogo de somatostatina DOTA-1-
Nal®-octreotida (DOTA-NOC) conjugado con radionuclidos emisores 3+ como el %Ga, de propiedades
fisico-nucleares muy favorables. El presente trabajo describe los procedimientos para el radio-
marcaje del DOTA-NOC con ®Ga, en medio acuoso puro y en presencia de solventes no acuosos,
asi como los métodos usados para el control de calidad, donde se obtuvo una formulaciéon con un
rendimiento radioquimico superior al 95 %. La adicion de etanol (30%- vol/vol) a la mezcla de reac-
cion permitié incrementar la actividad especifica del radioconjugado %Ga-DOTA-NOC, y se alcanzé
un valor de '8 MBg/nmol, superior al reportado en la literatura (50 MBg/nmol) para el marcaje en
medio acuoso puro. También se presentan los estudios de estabilidad (en presencia de solucién sa-
lina y tampon fosfato salino), estudios de transmetalacion en soluciones de Fe®, Ca?*, Mg?* y Zn?*,
competencia por retos contra los quelatos EDTA y DTPA y estabilidad in vitro en transferrina humana,
realizados al radioconjugado %Ga-DOTA-NOC, del cual se mostré su elevada estabilidad (> 95 %).
En comparaciéon con el medio acuoso puro, el uso de solventes no acuosos en la sintesis del radio-
conjugado DOTA-1-Nal*-octreotida marcado con galio-68, permite disminuir la masa de conjugado y
los tiempos de reaccion, incrementar significativamente los rendimientos y la actividad especifica del
compuesto marcado. Ello pudiera favorecer la obtencién del producto con mejores caracteristicas en
sistemas modulares que se encuentran en fase de desarrollo.
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Use of non-aqueous solvents in the synthesis of radioconjugate
DOTA-I-Nal*-octreotide labeled with gallium-68

Abstract

Neuroendocrine tumors specifically over-express somatostatin receptors. Their diagnosis has expan-
ded due to radiolabelling of DOTA-peptides such as somatostatin analogue DOTA-1-Nal*-Octreotide
(DOTA-NOC) conjugated to B+ emitting radionuclides such as ®Ga, with very favorable decay-proper-
ties. This paper describes the radiolabeling procedures of DOTA-NOC with %Ga, in a pure aqueous
medium and in presence of non-aqueous solvents as well as the methods used for quality control where
a formulation is obtained with a radiochemical yield exceeding 95%. Adding ethanol (30% - v / v) to
the reaction mixture allowed increasing the specific activity of 68Ga-DOTA-NOC radioconjugated,
reaching a value of '® MBq / nmol, higher than reported in literature (50 MBq / nmol) for labeling in a
pure aqueous medium. Stability studies are also presented (in presence of saline solution and saline
phosphate buffer, transmetallation studies in Fe*, Ca?*, Mg?* and Zn?* solutions, challenges compe-
tition against EDTA and DTPA chelators and in vitro stability in human transferrin) performed to %Ga-
DOTA-NOC radioconjugated, showing its high stability (> 95%). Compared with the aqueous medium,
the use of non aqueous solvents in the synthesis of radioconjugate DOTA-1-Nal®-octreotide labeled
with gallium-68, helps reduce the mass of conjugate and the reaction time, significantly increase
yields and specific activity of the labeled compound. This could facilitate obtaining the product with
better characteristics in modular systems that are under development.
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Introduccion

Los tumores neuroendocrinos (TNEs) constituyen un
raro y heterogéneo grupo de tumores, que se manifies-
tan en forma de distintos sindromes clinicos y expre-
san receptores a somatostatina, en particular los del tipo
sstr2, por lo que estos han sido blancos moleculares en
el diagnostico y tratamiento de estos tumores. Como la
somatostatina tiene una vida media biolégica muy pe-
quefia, se han desarrollado analogos de mayor tiempo
de residencia [1]. Miles de pacientes han sido estudiados
con %¥Ga-DOTATOC, ®#Ga-DOTATATE, y %Ga-DOTANOC
y tratados con los mismos conjugados marcados con
7Lu e °°Y [2]. EIl DOTA-NOC muestra una gran afinidad
no solo por los sstr2, sino también por sstr3 y sstr5, de
ahi su eficiencia en el diagndstico de tumores neuroen-
docrinos [3].

La preparacion de Ga-DOTANOC bajo condicio-
nes de BPF, se ha reportado en medio acuoso, incluido
el desarrollo de médulos de sintesis, bajo el concepto
de acceso expandido de exoneracion de drogas nuevas
en investigacion que puede ser un mecanismo de utili-
zacion en pacientes de farmacos aun no aprobados por
la FDA [4-6]. El uso de solventes organicos ha probado
mejorar los indicadores de preparacion de este radio-
farmaco [7]. El presente trabajo se dirige a optimizar los
parametros de sintesis del radiofarmaco en esos me-
dios y a evaluar su calidad a los efectos de su posible
utilizacién en médulos de sintesis.

Materiales y Métodos

El acido clorhidrico fue de calidad ultrapuro, los res-
tantes reactivos, puros para andlisis. El péptido DOTA-1
-Nal*-octreétido (DOTA-NOC) se obtuvo de ABX (Rade-
berg, Alemania) y se prepararon soluciones estandar de
1mg/mL en todos los experimentos se utilizé agua ultra-
pura (equipo EURO-60 Integra Plus). El rendimiento de
marcaje se determiné mediante cromatografia en lami-
nas de silica-gel 60 (Merck, Alemania), con dos sistemas
de solventes: (a) buffer citrato 0,1 mol-L", pH =4,0y (b)
mezcla de NaCl 5 % con metanol (3:1). La distribucion
de la actividad en las placas cromatograficas se midié
en un sistema de autorradiografia electronico con soft-
ware asociado (Instant Imager, Packard Canberra).

Para determinar la pureza radioquimica del péptido
marcado se utilizé un equipo de Cromatografia Liquida
de Alta Resolucién (CLAR), con un sistema de bombas
(Hitachi L-7100) acoplado a un detector UV (Hitachi
7400) y uno radiométrico (Raytest). Se empled una co-
lumna de fase reversa (Lichrosphere 100-RP18EC; 5pm,
250 x 4 mm) y un gradiente de elucion que utilizo la fase
movil compuesta por los solventes A: 5 % de acetoni-
trilo y B: 95 % de acetonitrilo, y un flujo de 1,2 mL/min.
Ambos solventes de la fase movil contienen 0,01 % de
acido trifluoroacético. La pureza radioquimica del pép-
tido marcado se tomé como el area bajo el pico en el
cromatograma.

Para la sintesis del radioconjugado #Ga-DOTA-NOC,
el 8Ga se obtuvo de un generador comercial de 370
MBq (10 mCi) (Eckert & Ziegler, Berlin, Alemania), en
forma de ®*GaCl,, que se purific y concentrd segun se
describe en [8]. En cada reaccion se empled aproxima-
damente una actividad de 30 MBq. Las mediciones de la
actividad de ®8Ga se realizaron en un calibrador de dosis
M2316 (Messelektronik, Dresden GmbH, Alemania).

Marcaje de DOTA-NOC con %Ga en medio
acuoso

A fracciones de 2,6 mL de agua ultrapura se adiciona-
ron alicuotas de la solucién de DOTA-NOC, de forma tal
que la masa de péptido empleada estuviera en el rango
de 0,1-50,0 pg y 0,4 mL de la solucién de ®GaCl,, con
un volumen total aproximadamente 3 mL y el pH final de
2,60 + 0,04. Las reacciones se realizaron por triplicado,
a 95°C durante 15 minutos, en un bloque de calenta-
miento con agitacién (HLC Biotech Heating Thermo-
Mixer MHR 13). Para estudiar la cinética de la reaccion
se emplearon 30 pg (20 nmol) de DOTA-NOC diluidos
en 2,6 mL de agua y 0,4 mL de eluido. Cada reaccién se
realizé por triplicado a 25, 40, 70 y 95°C vy tiempos de
1, 3,5, 10 y 15 minutos.

Sintesis en presencia de solventes no acuosos

Para evaluar la influencia de solventes organicos en
el rendimiento de marcaje de DOTA-NOC con %Ga, se
adicionaron 0,9 mL de solvente (etanol, isopropanol y
acetonitrilo segun el caso) a 1,67 mL de agua, 0,03 mL
de péptido (1mg/mL) y 0,4 mL de la solucién de 8GaCF,
con un volumen total de 3 mL. Las reacciones se lleva-
ron a cabo a 70°C y tiempos de 1, 3, 5, 10 y 15 minu-
tos.

Influencia de la adicién de etanol en la activi-
dad especifica de 8Ga-DOTA-NOC

El estudio se llevé a cabo en medio acuoso puro
y en solucién de etanol al 30 %, variando la concen-
tracion de péptido en el rango de 1,1-6,8 pmol-L-1. En
cada reaccion se emplearon actividades entre 3000 y
3885 MBq, provenientes de dos generadores de 50 mCi
(1850 MBq) y uno de 10 mCi (370 MBq), de la firma (Ec-
kert & Ziegler, Berlin, Alemania). La mezcla de reaccién
(3 mL) se expuso a 95°C durante 5 minutos.

Purificacién del radioconjugado %Ga-DOTA-
NOC

La solucién del péptido marcado se paso a través
de una columna de fase reversa (Strata-X, Phenome-
nex) acondicionada con 1 mL de etanol, seguido de
1 mL de agua, en la que queda atrapado. Las impure-
zas asociadas a la reaccion de marcaje se eluyeron con
1 mL de agua y el péptido de interés con 0,4 mL de
etanol absoluto.
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Evaluacion de la estabilidad del péptido radio-
marcado %Ga-DOTA-NOC

Una formulacion con pureza radioquimica de 99,1 (+ 0,5) %
se incubo en : Solucién de NaCl (0,9 %) y tampon fos-
fato salino (adicién de 0,05 mL de %Ga-DOTA-NOC a
0,5 mL de cada una de las soluciones); soluciones
de los iones metélicos Fe?**, Ca?*, Mg?* y Zn?* (adicién de
0,05 mL de %Ga-DOTA-NOC a 0,5 mL de soluciones
0,01 mol-L-" de aquellos); soluciones de 0,01 mol-L"
en NaCl (0,9%) de EDTA y DTPA de tal manera que la
relacion molar ligando: péptido marcado fuera 100:1 vy
el volumen final, 0,5 mL; solucién de transferrina huma-
na (0,1 mL de ®Ga-DOTA-NOC se afadio a igual volu-
men de una solucién de transferrina de concentraciéon
50 pymol-L"). Todas las soluciones se incubaron en un
bloque de calentamiento con agitacién (HLC Biotech
Heating ThermoMixer MHR 13) a 37 °C para simular las
condiciones in vivo. Se tomaron alicuotas al transcurrir
1, 15, 30, 60, 80 y 120 minutos. Cada reaccioén se realizd
por triplicado y la pureza radioquimica se determiné por
cromatografia de capa delgada.

Resultados y Discusion

La figura 1 muestra rendimientos de marcaje por en-
cima del 95 % para una masa del péptido > 30 pg, lo que
concuerda con los reportados para el marcaje de pépti-
dos derivados del DOTA con metales trivalentes [7-9].
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Fig. 1. Marcaje de DOTA-NOC con 68Ga en medio acuoso.

Los resultados del rendimiento de marcaje en di-
ferentes tiempos y temperaturas, utilizando 30 pg de
DOTA-NOC se muestran en la figura 2. Puede apreciarse
que estos se favorecen con el incremento de la tempe-
ratura, asociados al efecto de deprotonacion del quelato
(DOTA), lo que facilita la formacién del complejo. Ade-
mas, con el pH = 2,6 de la mezcla de reaccién, el galio
se encuentra en forma de i6n hidratado, [Ga(H,0)°]*, y
un incremento de la temperatura favorece la velocidad
de intercambio de las moléculas de agua de la esfera de
hidratacion, y en consecuencia, el acomplejamiento del
Ga®**[10, 11]. Estos resultados confirman que para me-
jorar la eficiencia en la formacién del complejo de ese li-
gando con iones trivalentes, en medio acuoso, influyen
la temperatura y la relacién ligando: metal [12].
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Fig. 2. Cinética de reaccion a diferentes temperaturas en medio acuoso.

Rendimientos por encima del 95 % tan solo en 10
minutos de reaccion, hacen que no sea necesaria la
purificacion del radioconjugado antes de su adminis-
tracién, ademas de reducir el tiempo total de la sin-
tesis, aspecto esencial en el uso de radionuclidos de
vida media corta como el ®Ga. En relacion con esto en
la figura 3 puede apreciarse, que los rendimientos de
marcaje son significativamente superiores cuando la
reaccion se realiza en presencia de acetonitrilo, etanol
o isopropanol al 30 %, lo que se evidencia al transcurrir
solamente tres minutos de reaccion. Los rendimientos
mas relevantes se obtuvieron con la adicion de etanol e
isopropanol, y se alcanzaron los valores (75,6 + 1,9) %
y (83,0 = 2,4) %, respectivamente, al transcurrir 15 mi-
nutos de reaccién. De las figuras 1, 2 y 3 se despren-
de que a temperatura superior (95 °C), la presencia de
solventes organicos debe disminuir los tiempos de re-
accion para la obtencién de iguales rendimientos radio-
quimicos, lo que puede ser de utilidad en la practica.
En medio acuoso se ha reportado 46 + 5 minutos como
tiempo total de sintesis en procedimiento manual des-
de la elucién del generador hasta la liberacién, después
de los controles de calidad del producto final estéril. La
pureza radioquimica es de 98.1 + 0.7 %. El tiempo de
reaccion del conjugado comercial cGMP DOTA-NOC
(60 pg) con el radionuclido es de 10 minutos a 80 °C. No
se reportan los rendimientos [5]. En condiciones simila-
res se muestran tiempos de sintesis de 47 + 5 minutos
con calentamiento por 10 minutos (sin indicar tempe-
ratura), pureza radioquimica de 99.0 + 0.5y el uso de
generadores de Eckert & Zieglery ITG Isotope Techno-
logies Garching GmbH. Como el eluato del generador
ITG tiene bajo tenor de trazas metalicas, permite rea-
lizar la sintesis con masa menor del conjugado (30-pg
vs. 60-pg) [4]. En otro trabajo, usando el generador ITG,
se precalienta 5 minutos el recipiente de reaccion con
40 pg del conjugado, se afiade el radionuclido y se ca-
lienta a 90-95 °C durante 10 minutos en un moédulo de
marcaje con blindaje interno, todo con el objetivo de
disponer de un sistema que cumpla regulaciones, Uutil
para radiofarmacias pequefias [6].
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Fig. 3. Cinética de marcaje del DOTA-NOC con %Ga (30 % de solventes, 30 ug de
péptido, 70°C, n = 3).

En relacién a lo anterior, la adicién de etanol a la
mezcla de reaccién tuvo un efecto significativo en la ac-
tividad especifica del radioconjugado %Ga-DOTA-NOC
(figura 4), lo que favoreceria también el uso de menor
masa de conjugado. Para cada valor de concentracion
seleccionado, este parametro aumenté en un factor de
dos o tres, con magnitudes superiores a las reportadas
para el marcaje en medio acuoso puro [13]. Debe se-
falarse, que el valor maximo de actividad especifica,
reportado para DOTA-péptidos marcados con ®Ga en
medio acuoso puro, es 50 MBg/nmol y en nuestro caso,
182 MBg/nmol (124 MBg/ug representado en el grafico).
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Fig. 4. Influencia de la adicién de etanol en la actividad especifica del radioconjugado
(1,1-6,8 pmol/L DOTA - NOC, 70°C, 15 min, n = 3).

Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo con
un producto de pureza radioquimicaigual a 99,1 (+ 0,5).
El%8Ga-DOTA-NOC es estable durante al menos dos ho-
ras en NaCl (0,9 %) o en tampon fosfato salino ya que
su pureza radioquimica se mantiene en un valor superior
al 98 % (figura 5).

Estos medios son de interés, ya que en ellos se re-
constituyen los radiofarmacos antes de ser administra-
dos

Con relacion a la presencia de las impurezas metali-
cas indicadas en materiales y métodos, la pureza radio-
quimica se mantuvo superior al 97,5 %, en dos horas.
La estabilidad del enlace del radiontclido a la biomo-
lécula se evalud a partir de la competencia que puede
existir por parte de agentes quelantes, de constantes
de estabilidad altas con Ga®* como EDTA (log f=21,7)
y DTPA (log p=23,3) [14]. Aun a las dos horas, la pu-
reza radioquimica es de 97,0 + 0,5 (n=3) para EDTA y
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Fig. 5. Estudio de estabilidad del radioconjugado 68Ga-DOTA-NOC en soluciones de
NaCl (0,9%) y en tampon fosfato salino (n=3).

97,1 £ 0,8 (n=3) para DTPA, a 37 °C y razén molar ligan-
do competente: péptido 100:1.

El estudio de transquelacion del péptido radiomar-
cado en presencia de transferrina, muestra que la pu-
reza radioquimica es superior al 95% después de dos
horas de incubacion. La concentracion de transferrina
empleada en este experimento (25 pmol-L') es com-
parable con la reportada para la circulacidén sanguinea
(30 pmol-L") [15]. Dicha proteina presenta dos sitios
de enlace al hierro con alta afinidad por el galio, cuyas
constantes de estabilidad son log B1 (GaT) = 19,75,
y log B2 (GaT) = 18,80 [11,16]. Del resultado obtenido
puede inferirse que el radioconjugado no transquelara
apreciablemente y por tanto sera estable en este medio,
de lo contrario, el galio enlazado a la transferrina podria
acumularse en columna vertebral, higado, bazo, rifiones,
tumores de tejido blando y lesiones inflamatorias [17].

Conclusiones

En comparacién con el medio acuoso puro, €l uso
de solventes no acuosos en la sintesis del radioconju-
gado DOTA-1-Nal-octreotida marcado con galio-68,
permite disminuir la masa de conjugado y los tiempos
de reaccion, incrementar significativamente los rendi-
mientos y la actividad especifica del compuesto marca-
do, lo que pudiera favorecer la obtencién del producto
con mejores caracteristicas en sistemas modulares que
se encuentran en fase de desarrollo.
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