Desarrollo de un kit liofilizado de anti-egf/r3 para ser marcado
con Tc-99m obtenido por extraccion, para uso potencial en
iInmunogammagrafia. Reporte preliminar
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Resumen

Este estudio reporta los primeros resultados preliminares de 03 lotes producidos en solucion.
Se utilizé 2-Mercapto Etanol en la reduccion del anticuerpo (relacién de 1:2000 de AcMn:2ME)
con un tiempo de incubacion de 30 minutos, la purificacion se realizé en columna PD 10. Se
probaron tres formulaciones usando como ligando el MDP, como anticuerpo el ior-EGF/ R3 y
fluoruro estafioso. Las tres formulaciones tuvieron diferentes variaciones en las cantidades de
AcMn vy Fluoruro estafioso. Para la marcacion se empleo Tc 99m con actividades de 2 y 28
mCi. La determinacién de la pureza radioquimica (PRQ) se realizé en ITLC-SG con un
resultado promedio de 95 % marcado a bajas actividades. El resultado de PRQ con altas
actividades fue del 93%, con la finalidad de elevar este porcentaje se incrementd en 25y 50 %
la cantidad de fluoruro estafioso obteniendo como resultado 98.5% de PRQ. Los proximos lotes
a producir servirdn para confirmar estos resultados preliminares y en una segunda etapa
producir lotes liofilizados, evaluar la determinacion de grupos tioles, inmunoreactividad, desafio
con cisteina, soporte de actividad, asi como su estabilidad post-produccién.

1. Introduccidon

El uso clinico de los anticuerpos
monoclonales ha obtenido una gran
importancia en los ultimos cinco afos.

El Anticuerpo Monoclonal (AcMn) anti
receptor 3 del Factor de Crecimiento
Epidérmico (EGF/R3) marcado con Tc 99m
se utiliza en la medicina nuclear debido a su
gran especificidad en la identificacion del
receptor EGF-R, el cual se expresa
altamente en tumores de origen epitelial.
Actualmente en nuestro pais no se produce
un kit liofilizado de Anti-egf/r3 para ser
marcado con Tc 99m, por tal motivo el
desarrollo este trabajo tiene como obijetivo la
estandarizacion del kit liofilizado para su
disponibilidad en el mercado nacional.

En esta etapa preliminar la produccion se
realizd en solucion, el método de marcacion
gque se utiliz6é fue el método directo
desarrollado por Schwarz y Steinstrasser y
modificado posteriormente por Mather vy
Ellison el cual ha demostrado que es posible
obtener una elevada eficiencia de marcacion
del AcMn.
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2. Método Experimental

2.1 Anticuerpo Monoclonal a utilizar

El Anticuerpo Monoclonal (AcMn) que se
esta utilizando en este trabajo es el IOR-
EGF/R3, anticuerpo murino que reconoce al
receptor del factor de crecimiento epidérmico
con alta afinidad. Este reactivo es donado
por el OIEA, a través del proyecto ARCAL
LIl

2.2 Reduccion,
Formulacion
Materiales:

10 mg de AcMn (ior EGF/R3), 10 uL de
2Mercapto Etanol, 11.9 mg SnF,/50 mL H,O,
8.0 mg MDP/4mL NaCl, PBS 0.1M, columna
PD10.

Método:

Hacer reaccionar el AcMn con el 2ME por 30
minutos, purificar el AcMn reducido en una
columna de PD10, verter PBS nitrogenado
sobre el lecho de la columna PD10 y colectar
fracciones de 1.0 mL hasta completar 10
fracciones. Tomar alicuotas de 100 uL de
cada fraccién diluir en 900 uL de PBS y
determinar la concentracion de proteina
mediante espectrofotometria UV. Colectar en
beaker las fracciones correspondientes a
concentraciones mayores a 0.8mg/mL,
fraccionar a razén de 1.0 mg del AcMn-EGF
reducido y purificado en viales.

Purificacién y



Preparar las soluciones de SnF, y MDP,
mezclar 3 mL de cada solucién y adicionar
50 uL de la solucidén resultante a cada vial
del AcMn-EGF reducido vy purificado.
Precintar y mantener en refrigeracion.

2.3 Control de la Pureza Radioquimica

Se realizaron controles a bajas y altas
actividades (2 y 28 mCi).

Tomar aproximadamente en 1 mL de Tc 99m
la actividad requerida y agregar en el vial
que contiene el Anti EGF/R3, dejar
reaccionar por 30 minutos a temperatura
ambiente, sembrar una alicuota en tres tiras
de ITLC-SG, previamente activadas a 70°C
por 60 minutos aproximadamente, colocar
cada tira en los siguientes solventes: NaCl
0.9%, Acetona y mezcla de etanol-amoniaco-
agua (2;1:5), el contaje se realiz6 en el
contador gamma automatico Wizzard Wallac.

CROMATOGRAFIA ASCENDENTE
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3. Resultados

En total se han realizado 03 lotes en solucién
obteniendo un porcentaje de pureza
radioguimica (PRQ) de 95% marcado con 2
mCi y de 93% marcado con 28 mCi.
Incrementando en 25 y 50 % la cantidad de
fluoruro estafioso se obtuvo como resultado
promedio de 98.5% de PRQ (Tabla 1y 2).

Tabla 1. Variacion en la Cantidad de AcMn.

Lote 01 Lote 02
Actividad de 28 mCi 2 mCi
marcacion
Cant.
proteina por | 1 2 3 1 2 3
vial, mg
0, =
%99mTe 926 936 9395 952 96.1
AcMn
%TcO4 66 61 55 361 344
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Tabla 2. Variacion en cantidad de SnF,

Resultados  de Cantidad aumentada de Estafio

PRQ +25% +50%
9MTcO4 0.50 % 1.8%
9MTcO, 02% 0.31%
9mTc-AcM 99.3 % 97.7%

4. Discusiones

La variacién de la cantidad de AcMn se
realizé para evaluar el comportamiento del
Kit respecto a su PRQ, con lo cual el
aumento desde 1 a 3 mg de AcMn indican
gue esta variacion no tiene gran incidencia
en los resultados de PRQ.

La cantidad de SnF, se incremento en un 25
y 50% de su cantidad inicial de formulacién
con lo cual se mejoro el rendimiento de la
PRQ (ver tabla N°2).

5. Conclusiones

Los resultados de estos tres primeros lotes
muestran que la cantidad de proteina por vial
no tiene una significativa relevancia en los
resultados de PRQ por lo tanto se
continuara realizando los ensayos con 1 mg
de AcMn.

Aumentar la cantidad de fluoruro de estafio
entre 25 y 50% en los proximos lotes.
Continuar los ensayos con la Ultima
formulacion a fin de determinar su
reproducibilidad, soporte de actividad vy

estabilidad post- produccion de lotes
liofilizados.
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