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INTRODUCCION

La contribucién de la Medicina Nuclear al diagndstico temprano de gran nimero
de enfermedades ha sido considerable y ha posibilitado la pronta aplicacién del
tratamiento apropiado. Esta especialidad utiliza técnicas extraordinariamente
sensibles para demostrar los cambios fisiolégicos presentes en los procesos
patolégicos, in vivo @ in vitro, mucho antes de que tales procesos provoquen
alteraciones anatdmicas, a veces irreversibles. Es por eso que su empleo se ha
difundido por todo el mundo.

Dentro de las actividades del Departamento del Reactor y Materiales Radiactivos
del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ), estan la produccion
rutinaria de Nucleo-equipos y radiofédrmacos, asi como el desamroilo de nuevos
praductos mas eficientes, confiables y seguros para el diagndstico. E! ININ surte
alrededor del 60 a 65% de los radiofarmacos utilizados a nivel nacional, el resto
son produclos de importacion y por supuesto de un costo mayor, de ahi la
necesidad de producir productos de calidad @ menor costo.

En la Medicina Nuclear se debe también asegurar que los pracedimientos de
diagndstico, determinen la condicion real del paciente y, que los recursos
invertidos no se malgasten, para esto es necesario implantar programas de
Garantia de Calidad.

En estos Ultimos afios, el programa de la Organizacion Mundial de fa Salud
dedicado a radiodiagndstico y Medicina nuclear se ha ocupado sobre todo de
mejorar la cobertura de @308 servicios y sumeniar su eficiencia. Esto es
importante para paises en desamolio, como el Nuestro, que sblo pueden destinar s
recursos limitados a la atencion de salud. Con frecuencia complica el problema la
escasez de personal bien capacitado y las dificultades para obtener el equipo y
las suministros de radionticlidos.

Con la Garantia de Calidad en radiofarmacia, se trata de asegurar que solo se
administraran radiofdrmacos inocuos y efectivos, de calidad uniforme y en las
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dosis prescritas. Asi, el aseguramiento de la calidad debe incluir estudios de
Estabilidad que garanticen, la eficiencia del radiofdirmaco, especificaciones
fisicas, quimicas, microbioldgicas, diagnosticas y de seguridad durante cierto
periodo de tiempo de almacenamiento y durante su reconstitucion.

El grado de calidad entonces estaré determinado fundamentalmente por:

a) las especificaciones establecidas en el prototipo durante la etapa de
concepcién del producto;

b) el control del proceso durante la fabricacidn y cumplimiento de las
especificaciones preestablecidas.

Para garantizar que un proceso especifico producird constantemente un producto
que cumpla las especificaciones y atributos de calidad predeterminados, es
necesario "Validar el proceso de fabricacién". La importancia de validar un
proceso radica en el hecho de que las industrias deben cqmplir con aspectos
legales apegandose a las Prdcticas Adecuadas de Manufactura actuales; las
normas legales y los reglamentos oficiales establecidos por la Secretaria de
Salud.

Por otra parte el aspecto econémico es fundamental, un buen negacio se hace al
garantizar que no se tendrdn lotes rechazados o productos que deban ser
retirados del mercado, oyila reprocesos y garantiza calidad a un costo reducido.
En el presente trabajo se presenta ol desarrollo de un Nﬂcleo-oqdipo para
diagndstico hepatobilisr que segin estudios de Numn y Cols(12) y de
Subramanian (13), presenta las mejores propiedades de especificidad hepdtica,
en comparacion con ofros nucleo-equipos para este tipo de estudios. El complejo
llamado 99MTc.Mebrofenin o 99MTc-BromotrimetiiDA, derivado del dcido
fenilcarbamoil metil iminodiacético (IDA).

El objetivo general de la tesis fue el desarrollo de un nlclec-equipo de
Mebrofenin-Sn*2 que cumpliera con los controles de calidad radioquimicos
necesarios para diagndstico; el desarrollo se llevd a cabo desde la obtencion de
la materia prima (Mebrofenin), realizando la sintesis del mismo (Ferro G. y Cols.8)
y comprobando su reproducibilidad. Se realizaron la formulacion del nucleo-
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equipo con el agente reductor y excipientes, el estudio de estabilidad acelerada
para el producto final liofilizado determinando su fecha de caducidad o tgg asi
como el estudio de estabilidad del complejo formado. Se llevé a cabo la
optimizacién del proceso de produccion del nuclec-equipo y la validacion del
mismo. También en este trabajo se incluye el desarrolio y la validacién del
sistema cromalogréfico por CLAR para el andlisis de la materia prima, la
evaluacion de la precision del sistema para la delerminacion de la pureza
radioquimica, un andlisis fundamental para los nucleo-equipos. Tanto el objetivo
general como los objetivos especificos se - cumplieron satisfactoriamente,
obleniendo un producto liofilizado utilizado para diagndstico hepatobiliar con
excelentes caracteristicas de calidad, y con las caracteristicas radioquimicas
necesarias para la formacién del complejo 99MTc-Mebrofenin,
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I. ANTECEDENTES
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1. RADIOFARMACOS

En 1986 la Asociacion Latinoamericana de Sociedades de Biologia y Medicina
Nuclear, define a un radiofdrmaco de la manera siguiente;

"Son aquellos verdaderos trazadores radiaclivos que son administrados con el fin
de visualizar la anatomia de un 6rgano o sislema, evaluar el comportamiento
fisiopatoldgico a nivel de los tejidos, analizar @ través de su metabolismo el
comportamiento bioquimico o determinar “cuantitativamente sus parametros
farmacocinéticos. Comparando estos resultados con los obtenidos en una
poblacién de seres humanos normales voluntarios" (2).

Las caracteristicas deseables en un radiofdrmaco son :

a) El radionlclido empleado debe tener una vida media radiactiva corta,
sdlo lo suficientemente larga para permitir la preparacion, purificacion, entrega y
aplicacion médica; ya que esto minimiza la dosis de radiacién absorbida. El
radionuclido no debe emitir preferentemente particulas alfa, beta y fc;tones gamma
de baja energia.

b) La vida media efectiva también debe ser corta, ya que el metabolismo es
muy répido; el liempo que permanezca el radioférmaco en el cuerpo debe ser lo
mas corto posible. :

c) Cuando el radiofédrmaco va a ser empleado para visualizacién externa,
debe utilizar un niclido de emision gamma pura, de una energia ‘aproximada de
200 Kev. v v

d) Las propiedades fisicas deben ser compatibles con su uso, por ejemplo,
ol tamafio de particula es uno de los criterios que determina ef blogueo de los
capilares de un 6rgano especifico, bien sea por particula de mwoagrogddos o
captacion de coloides por el sistema reticulo endotelial. El tamafto de particula
promedio debe tener un intervalo restringido de variacion,

Los radiontclidos principaimente utilizados a nivel mundial para la produccién de
radiofdrmacos por sus propiedades fisicas y quimicas, asi como por su facil
obtencion son: el Tecnecio-99m y el Indio-113m (1, 2).

2
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1.1 Desarrolio de un nuovb Radiofdrmaco

La necesidad de buscar nuevos radiofédrmacos procede de la necesidad de
introducir posibilidades diagndsticas y terapéuticas aun desconocidas, mejorar
productos ya conocidos consiguiendo la aproximacion al radiofdrmaco ideal.

Al diseflar un nuevo radiofarmaco para explorar una funcidn o un érgano concreto
hay que partir de un perfecto eonodmimto de la fisiologia del érgano blanco que
se quiere estudiar para considerar los posibles mecanismas de accién que se
podran ap_rovechar y que condicionaran la estructura del futuro radiofdrmaco;, por
ejemplo agentes particulados para exploraciones de rganos que sean capaces
de ser endocitadas por la célula y de bloqueo capilar, quelatos de eliminacién
renal para estudios de funcién fenal, etc. (5).

El radioniclido a emplear dependera en parte de la estructura de la molécula, de
que sea posible su marcaje y de que éste no la modifique induciendo cambios en
su actividad y en sus propiedades biolégicas, fisico-quimicas, etc.

El esludio previo del radiofdrmaco debe incluir cuidadosas investigaciones
relacionadas con la conservacién y degradacion de la molécula marcada,
influencia de la radiolisis, posible utilizacién de agentes conservadores, fecha de
caducidad , etc. (5)

Otros factores que influyen en el disefio de un radiofdrmaco y que deben
considerarse son: '

1. Compatibiiidad entre el compuesto quimico a “marcar” y el radiontclido
marcador,

2. Estequiometria de Ia formulacion, esto es encontrar la relacion molar
adecuada entre ei compuesto quimico, el agente reductor y el radionuclido.

3. Carga de la molécula, a mayor carga disminuye la solubilidad en disoluciones
acuosas. ‘

4. Temafio de la molécula dependiendo del drgano blanco y su mecanismo de
absorcion.
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8. Enlace a proteinas, al ser de inyeccitn intravenosa la afinidad a proteinas
plasmaticas debe  ser ‘minima (salvo que el estudio sea para Componentes
sanguineos).

¢. Solubilidad debido a que se aplica como un inyectable debe ser soluble en
agua, a un pH compatible con la sangre aproximadamente de 7.4 y poseer una
osmolalidad adecuada. ' '

7. Estabilidad quimica, fisica y bioldgica del radioférmaco tanto en anaquel como
reconstituido; y finalmente

8. Distribucién biolégica, es decir que sea lo més afin al 6rgano blanco (3).

1.2 Degradacion de Radioférmacos

Los radiofdrmacos, al igual que cualquier compuesto no radiactivo, pueden verse
alterados por diversos factores Quimlcos, tales como hidrélisis, oxidacion, etc.
Pero por la misma naturaleza radiactiva del farmaco, ademas de las reacciones
normales de degradacion actuan mecanismos de radiolisis. La radiacién emitida
por un radionticlido, al interaccionar con las moléculas del medio, es capaz de
inducir reacciones de axidacion-reduccion. |

La interaccion de la radiacidn sobre el medio, especiaimente sobre las moléculas
del solvente, puede dividirse en tres fases:

1. Fase fisica
Absorcion de la radiacion con ionizacidn y excitacion de moléculas. En esta fase
(as moldculas de agua resulten ionizadas

HO - e + H,O"
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2. Fase fisico-quimica

Reaccionan los productos del agua originando radicales libres muy oxidantes
HO' > H' + OH
20H - H,0,
e + HO->HO0 - H+ OH

3. Fase quimica
Los radicales ' libres formados actuan sobre otras moléculas induciendo
reacciones redox

Ademés de este mecanismo de degradacion debido al efecto de la radiolisis, los
radiofarmacos pierden su eficacia por decaer la radiactividad del radionticlido que
los marca. Para aumentar la estabilidad de las preparaciones farmacéuticas se
puede afiadir algunos agentes conservadores, como aditivos (5).

1.3 Gammagrafia

La Gammagrafia consiste en la. reproduccion sobre una placa fotogréfica o
radiogréfica de |a radiacion gamma emitida por el érgano blanco después de la
inyeccion de un radioférmaco capaz de ser caplado selectivamente por este
6rganc (1). . |

L exploracion se realiza previa inyeccion del elemento 0 compuasto marcador
registrendo Ia radiacion Que emite cada zona del 6rgano en estudio mediante una
chmara Anger, la cual es un sistema que detecta a los rayos gamma y rayos X
_ que genera una imagen bidimensional. Consiste en un detector de cristal de
yoduro de sodio activado con Talio, el cual recibe las radiaciones del radioisétopo
depositado en el drgano. Entre la fuente de radiacion y el cristal se encuentra un
colimador de plomo; la sefal generada en el cristal de! detector es localizada de
acuerdo con las coordenadas X-Y por medio. de tubos fotomulliplicadores
(fototubos). Esta informacién se pracesa en el sistema electrénico y se proyecta
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en un tubo de rayos cat6dicos, acumulada en un sistema procesador de datos, 0
bien es registrada en pelicula fotogréfica, en cintas o discos magnéticos para su
analisis ulterior (3,16).

Diagrama de ia Gamma Cémara
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1.4 Radiofarmacos hepatobillares

£l estudio y desarrolio de este tipo de radiofarmacos se inicia en 1955 al sintetizar
Taplin el 1311-rosa de bengala, aunque tuvo poca aplicacion clinica, impulsé lo
suficiente el desarrollo de otros compuestos marcados con 1-131, como lo fue la
bromosulftaleina y e} verde de indocianina.

Posteriormente  Tubis, en 1972, marcd penicilamina con Tecnecio-99m,
desarrollando un nuevo agente colescintigréfico, a partir de esta fecha han
aparecido alrededor de 30 nuevos agentes hepatobiliares marcados con
Tecnecio-99m. Estos pueden clasificarse en dos clases, los derivados del
989mMTc.PG (piridoxilidenglutamato) y del S9MTc.IDA (fenil-carbamailmetit-imino
diacético), presentando estos Ultimos mayor especificidad hepatobiliar (8).

El mecanismo de accién de estos agentes hepatobiliares se basa en su
comportamiento bioquimico. Los hepatocitos captan el quelato lipéfilo que pasa a
la vesicula biliar y al intestino.

En 1983 se estudit la relacion estructura quimica-distribucidn biclogica de 33
derivados del IDA. (Nunn y Cols.12). Evaluaron sus caracler(siicas lipofilicas y las
correlacionaron con la unién a proteinas, la espacificidad hepatabiliar, la cinética
intrahepdtica y la excrecién renal. Se encontré que los sustiluyentes ORTO en el
anillo fendlico disminuyen la lipoficidad de los compuestos, mientras que el
aumento en el tamaio de las cadenas alquilicas y a posicibn PARA aumentan
dicha lipofilia, Con estos estudios la mayor especificidad hepética, un répido
trénsito hepatobiliar, menor excrecion renal y la mejor competencia con las
bilirubinas por s excrecidn hepatocelular, la tiene el udiomm
9BmTc-(bromotrimetiliDA), hasts la feche sdlo ha aparecido como otro agente
nuevo el lodotrimetiliDA, pero is Unica modificacion ha sido Ia sustitucion del iodo
por el _bromo pero los pardmetros farmacocinéticos son similares (11 y 13).

“Précticamente concluyd |a busqueda del radioférmaco ideal para las evaluaciones
hepatobiliares.
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2. CONCEPTOS DE ESTABILIDAD

A la estabilidad de un producto farmacéutico se le puede definir como la
capacidad de una formula en particular, en un sistema especifico de envase y
cierre, para mantenerse dentro de sus especificaciones fisicas, quimicas,
microbiolégicas, terapéuticas y toxicolégicas (18).

A la estabilidad de un farmaco también se le puede definir como el tiempo
transcurrido desde la fabricacion y envasado de la formulacion hasta que su
actividad quimica o biolégica no desciende por debajo de un nivel de potencia
determinado de antemano y sus caracteristicas fisicas no se han modificado de
manera apreciable ni nociva (32).

Aunque existen excepciones, por lo general, se reconoce que el nivel de potencia
aceptable minimo es el 90 % de la potencia rotulada. Por lo consiguiente, la fecha
de expiracion se define " como el tiempo en que el preparado habra de
mantenerse estable si se le almacena en las condiciones recomendadas” (18).

2.1 Estudios de Estabilidad Acelerada

De acuerdo con la naturaleza del farmaco o mediante un estudio preliminar de
estabilidad se decide cuales son los factores que mas influyen en |la degradacion
de ia molécula. Medianto la temperatura pueden acelerarse la mayoria de los
procesos que producen degradacién en los farmacos y esta es |a base de gran
parte de ios métodas de envejecimiento. Si se trata de la temperatura, se puede
- seguir ol método de Arrhenius, o el diagrama de eslabilidades de Toolill para
predecir el periddo Util a temperatura normal.

Lafecha de caducidad o de expiracion puede ser caicuiada a partir de la ecuacion
de Arthenius también llamado método de Garett ya que este ultimo la aplicd al
céiculo de estabilidad de productos farmacéuticos:

K =Aeg AR IRT
Ink =InA - AH'RT



donde AH* es la entaipia de activacion, A es una constante relacionada con el
numero de colisiones entre ias molécuias, R la constante de los gases y T ia ‘
temperatura absoluta. De la ecuacién se deduce que si se representa In K en
funcién de 1/T se obtiene una recta con pendiente AHa'IRT (32).
Asimismo si se conocen A y AH* se puede calcular la velocidad de reaccién a la
temperatura que se desee.
Para lograr la prediccién de estabilidad a partir de la férmula, se aplica la
ecuacion que describe la cinética de la reaccion de degradacion, estas son
reacciones de primer orden (es decir, reacciones en las cuales la ocurrencia de la
reaccion depende de una Unica molécula en cada momento). La férmula que
describe la cinética de la reaccién en cada momento es:
InCo/ Ci =kt

Donde: Co es la concentracién inicial; Ci la concentracién en cada momento; t es
el tismpo y k a constante especifica que se obtiene experimentalmente.
La manera de proceder es la siguiente: como es practicamente imposible medir la
concentracién de una suslancia que interviene en una reaccién quimica
(degradacién) Inst'antanaamente, se hace por tanto una aproximacion que es
estudiada a partir de una propiedad del agente (puede ser la actividad bioldgica
del radiofdrmaco, la pureza radioquimica, etc.) que sea directamente proporcional
a la concentracion en funcion del tiempo y de la temperatura. Con los resultados
se elaboran gréficas y se obtiene la pendiente para cada temperatura segun
cofresponda la cinética de degradacion. Con las pendientes obtenidas se realizan
una grafica con respecto a 1/Temperatura (en grados Kelvin) y de ahi se obtiene
otra pendiente ( m= - E/R) y ei intercepto (in A). Finaimente se realiza el caiculo
de |a constante a cualquier temperatura de acuerdo a:

INK=-ERT + InA

Entre los factores que pueden acelerar la degradacion de un farmaco en general,
a parte de Ia temperatura se encuentran los siguientes:
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1. La Humedad

Considérense las fuentes de humedad: el agua residual que contiene el producto
elaborado y la atmosférica. La influencia del envase es fundamental al respecto.
El efecto de la humedad sobre |a velocidad de reaccion depende directamente de
la temperatura, la cual acelera, en la gran mayoria de los casos, todas las
reacciones provocadas por aquélla. Es decir que si tenemos un recipiente
hermético que contiene un farmaco con cierto porcentaje de agua residual, por
ejemplo un - liofilizado, sera ‘posible acelerar el proceso de degradacion
aumentando |a temperatura,

2. Lalwz

Las reacciones fotoliticas no se aceleran por aumento de la temperatura, ya que
su energia de activacién es muy baja ( 2-4 Kcal/mol), sino por un aumento de la
intensidad luminica. |

3. Los guis atmosféricos _

La estabilidad también esté afectada por gases atmosféricos ocasionando
reacciones de oxidacion o carbonatacién. En estos casos la velocidad de reaccion
es acelerada por procesos de difusién. Por ello los estudios de estabilidad se
realizan con una prueba de empaques de diferentes permeabilidades a distintas
presiones de oxigeno o anhidrido carbénico (32). El fenémeno de difusion se
puede evitar empacando herméticamente o en atmdsfera inerte al fdrmaco que asi
lo requiera, esto puede aplicarse a productos liofilizados.

2.2 Factores que Afectan la Establiidad de los Radiofirmacos

En cuanto a |a estabilidad del producto liofilizado, esta se:ve afectada por.
1. la concentracion del agente reductor

2. la atmosfera de nitrégeno durante la preparacion

3. las condiciones de elaboracion

4. la temperatura de aimacenamiento

5. 1a naturaleza de la molécula acarreadora

10
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La estabilidad de los compuestos marcados (esto es el liofilizado reconstituido
con ia solucién que contiene el radionuclido) depende de:

1. el radicis6topo empleado

2. empleo de agente reductor

3. la actividad especifica del preparado

4. 1a naturaleza de la molécula acarreadora

5. las reacciones de radiolisis
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3. Conceptos de Validacién

Sin duda los fabricantes de medicamentos han tratado por muchos aflos de
asegurar que los productos que preparan tengan la calidad deseada de una
manera reproducible. En la presente década se han observado cambios
significativos en la forma de apreciar y conseguir la calidad de los productos
farmacéuticos, dos hechos han contribuido de manera especial a que dicho
cambio se realizara;
Por una parte, la complejidad de los procesos que se efectuan en una moderna
planta farmacéutica dificulla en gran medida tener una vision real de su
funcionamiento, sobre todo cuando se llevan a cabo operaciones cuyos posibles
errores no pueden ser detectados con los controles normales realizados durante
el proceso o en el producto terminado.
Por otra parte, en algunas operaciones de manufactura, especialmente en el caso
de productos estériles, la estadistica ha puesto en evidencia la dificultad de
encontrar un numero reducido de unidades defectucsas.
A |a fecha, los conceptos de Control Total de Catidad, de Validacion, la normativa
internacional sobre Praclicas Adecuadas de Manufactura son, sin lugar a dudas,
~ herramientas que permiten conocer mejor los productos y los factores que afectan
su calidad, de tal manera que cuando se aplican adecuadamente, nos llevan a
lograr lo que ha sido objetivo primordial de todo fabricante de medicamentos:
: 'lugum que cada unided de dosificacion elaborada cumpla. con las
caracteristicas de calidad diseAadas. ‘

3.1 Historia de la Validacion .

Los origenes de “Validar” desde un punto de vista regulatorio se localizan en los
Estados Unidos, y se remontan a |la década de los 70. En esos aflos se desea
verificar de manera documentada, la confiabilidad de las Técnicas analiticas.
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Posteriormente la necesidad de validar surge como respuesta a un problema de
contaminacion presentado en un producto parenteral de gran volumen que
ocasiono dafios a la poblacion. Ya para 1976 la Administracion de Farmacos y
Alimentos (FDA) menciona por primera vez dentro de una revision de las Buenas
Practicas de Manufactura, el concepto de validacién aplicado especificamente a
\a esterilizacion. Dado el interés despertado por el tema, la FDA decide establecer
directrices de tipo informativo para orientar acerca de la validacion de procesos
farmacéuticos en un sentido general. A partir de 1985, dicha administracion
considera qué todo proceso que no este validado esta fuera de control.
Consideraciones similares se han venido presentando en paises de la comunidad
europea y latinoamericana, aunque basados principalmenle en |os antecedentes
establecidos por Estados Unidos (22, 23).

3.2 MMcIdn de Validacién de Procesos

Varias definiciones han sido expuestas tanto por portavoces de la industria como
por representantes universitarios o por la FDA. En general se plantea la misma
cuestion pero con olras palabras y la escencia de ello es que Validar un proceso
es tener la prueba documentada de que "un brocoso debe hacer |o que pretende
hacer". | .
Desde 1978 la FDA emiti6 la siguiente definicion antes de |a publicacion de la
revision de sus Buenas Pricticas de Manufactura dentro de un programa de
habilitacion de inspeccion de procesos:

“Un proceso de manufactura validado es aquel que ha probado hacer lo que
pretendia hacer. La prueba de la validacion se obtiene a través de la recopilacion
de dalos, preferiblemente iniciando desde la fase de desarrolio del proceso y
continuando dentro de la fase de produccién’ (20).
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Comenta que la validacion necesariamente incluye la calificacién del proceso
(calificacién de materiales, equipo, sistemasedificios, personal) y también incluye
el control integro del proceso para repetir lotes o corridas.

En 1987 finalmente la FDA termina un conjunto de guias de principios generales
de procesos de validacion , en las cuales define la validacién de un proceso:

“es un programa documentado que prusba con un alto grado de seguridad,
que un proceso especifico puede producir consistentemente un producto de
acuerdo a sus especificaciones y atributos de calidad predeterminados™(21).
De manera similar a FDA, las guias generales de validacion de la S.S5.A
publicadas en 1989, coinciden con el concepto anterior.

3.3 Objetivo de Validar

El objetivo primordial que requiere la industria farmacéutica al validar, es la de
fabricar productos con calidad a bajo costo, ademas de cumplir con normas
oficiales.

Las ventajas obtenidas con la validacidn de procesos son la reduccién de costos,
oplimizacién del proceso, determina las variables criticas de un proceso y ia
posibilidad de control de estas, cumplimiento de normas legales y garantia de
calidad. Hace posible también, que se cuente con procedimientos analiticos méas
répidos y precisos.

Un proceso validado es un proceso mds eficiente, que produce menores »
reprocesos, rechazos, perdidas, etc. Un programa de garantia de calidad y de
mejoras en la productividad no debe estar excento de una parte fundamental que
os |a validacion de procesos.

3.4 Tipos de validaciones

De acuerdo a las circunstancias en que se lieva a cabo la validacion esta se
clasifica en:
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La yalidacion prospectiva se refiere a comprobar a traves de un plan experimental
denominado “protocolo de validacion", que un proceso realiza lo que estd
destinado a hacer antes de comercializar un producto y requiere normalmente de
un alto grado de experimentacion a nivel de desarrollo,

La validacién retrogpectiva se reflere a validar un proceso a fravés del examen
critico de informacién sobre condiciones de operacién y controles analiticos
acumulados a lo largo de |a fabricacion del producto.

Hablamos de yglidacién concurrente cuando nos referimos a un tipo de validacion
prospectiva que se aplica exclusivamente en productos y procesoé que se
* realizan esporadicamente en los que puede decirse que estén bajo control con el
andlisis de muestras representativas de distintas etapas del proceso cada vez qué
se fabrique un lote. '

Se denomina revglidacion a un tipo de validacion prospectiva que se desarrolla en
procesos ya validados en los que se ha efectuado una modificacion (20).

3.5 Componentes de una Validacién

Los slementos comunes en una validacion de procesos son |os siguientes:

1. Diseflo del producto. Se estudia la formulacion , los procedimientos bésicos
de fabricacion, especificaciones de control de calidad y metodologia. Esto es
importante ya que un producto mal diseflado puede hacer el control de un
proceso o |a validacion imposible. _ |
2. Materias primas y material de empaque. Implica la calificacion de
proveedores y de materiales, estableciendo las especificaciones requeridas.

3. Instalaciones. La calificacion de una instalacion que incluye: diseflo,
construccion, verificacion y mantenimiento preventivo. Debe proporcionar
seguridad al producto cumpliendo con las buonai prdcticas de manufactura,

4. Equipo. Se califica el diseflo, su instalacion y comprobacién d_e buen
funcionamiento.. Todo equipo debe contar con prdcedimientos escritos de

15
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operacién, mantenimiento, y sanitizacion validados, asi mismo con personal
entrenado que opere el equipo.

§. Calibracidn de instrumentos. Este es un factor critico para el proceso. Tado
8l equipo de medicidn que intervenga en la produccion de un producto
farmacéutico debe estar calibrado; esto es debe ser exacto en su medicion de
acuerdo con un estandar de comparacién conocido.

€. Sistemas de apoyo critico. Estos se refieren a suministros de agua purificada,
aire limpio, aire comprimido, nitrégeno, luz, sistemas de fillracion, etc. La
calificacion de un sistema de apoyo critico se divide en tres etapas: diseflo,
instalacién y desafio; y comprobacion o revision periddica.

7. Procedimientos malmcoi. Son procedimientos metodolégicos empleados en
la valoracién de principios activos, productos de degradacién,etc. Deben ser
. validados para asegurar la confiabilidad, exacitud, precision, sensibilidad y
reproducibilidad. ' _ :
8. Calificacion del operador. Un operador debe poseer entrenamiento y
experiencia para que a validacion tenga el éxito esperado. Estard calificado en
todos los aspectos de su trabajo, esencialmente en las Practicas de Adecuadas
de Manufactura (21). ‘

3.6 Departamentos Responsabies en |a Valldacion

La validacion de procesos no es necesariamente una actividad individual, sino de
un grupo de personas, grupos o comilés organizados, que se dividen las
responsabilidades especificamente para estructurar el plén de validacion,

Las responsabilidades especificas para cada estructura organizacional pueden
ser as siguiente:

1. Departamento de Ingenieria, se encarga de instalar, calificar y cenificar la
planta, equipo e instaurar un sistema de soporte.

16



2, Departamento -de Desarrollo; disedia, optimiza y califica el proceso de
manufactura con limites y especificaciones, es decir establece la informacion
sobre |a capacidad del proceso.

3. Producci6n; se encarga de operar y dar mantenimiento a la planta, facilitar el
equipo, proporcionar los sistemas de soporte, asi como mantener el proceso
dentro de especificaciones o de acuerdo con los requerimientos establecidos.

4. Control de Calidad; establece los protocolos de validacién y conduce la
validacion del pfocesb , monitoreando, muestreando, inspeccionando que el
proceso de produccién cumpla con especificaciones, requerimientos y limites
* disefados (21).

3.7 Organizacién de la Validacion

El esquema que se presenta en la figura 2, es la secuencia seguida en la
organizacion de la validacion Prospectiva (22). .

Los pasos para realizar una validacidn prospectiva son los siguien(es :

1. Desarrollo del Producto. Esto incluye el desarrolio de la formulacién y el
" desarolio del proceso.

a. Desarrolio de la formulacién se incluye la actividad quimica, férmula,
interaccion de materias primas o excipientes, perfil de preformulacién y
formulacion, efectos de biodisponibilidad, métodos de andlisis, formulacion
dptima, especificaciones o atributos, etc.. '

" b, Desarrollo del proceso se tienen los objetivos de:

Desarrollar procesos deseables que cumplan las especificaciones,
identificacién de parémetros en el proceso que afectan a los atributos del
producto, espociﬁcacionés en proceso y métodos de andlisis, codiciones del
equipo necesario.
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Figura 2, Vm Prospectiva

El desarrollo del proceso puede ser dividido en las siguientes partes:

I Disefto. Es el primer estado de planeacion se realizan diagramas de flujo y

diagramas causa efecto. El diagrama de flujo permite identificar las

operaciones unitarias, equipo, adicion de materias primas, planeacion de
_actividades, etc. .
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A continuacién en la figura 3, se presenta un ejempio de Diagrama de Flujo
para la produccién de un nicleo-equipo liofilizado de Mebrofenin-Sn*2,

Mediante ias cartas de control de variabies se escriben las diferentes
operaciones unitarias, las condiciones de operacion, los controies durante el
proceso y los productos obtenidos en cada etapa.

Los diagramas causa-efecto son una representacion de la relacidn existente
entre las variables de formulacion (causa) y la respuesta (efecto). Un ejemplo
de este diagrama se ilustra en la figura 4.

Il. Capacidad. Permite la identificacion de pardmetros criticos del producto y
praceso, es un estado de transicién entre el laboratorio y el proyecto final del
proceso.

iii. Caracterizacion. Es un exdmen sistemdtico de las variables criticas que
existen @n ia fabricacion. Los objetivos del estudio son: confirmar las variables
de_control del proceso y cuantificar sus efectos; establecer las condiciones
para cada operacidn unitaria y, determinar los limites de operacion
garantizendo un producto aceptable. '

iv. Verificacion. Es nociuria la verificacion cuando el proceso se va a

transferic a produccion asegursndo las condiciones de manufactura y
determinando su reproducibilidad. ‘
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‘ Figuu 3. Diagrama de Flujo para (a produccion de un nucleo-equipo liofilizado de
Mebrofenin-Sn*2
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Figura 4.

v. Desarrollo de la documentacién. La documentacién es ef soporte de la validacién y
pued inclulr lo siguiente:
-Desarrolio de lote ’
-Especificaciones de materia prima
Lista de equipo
-Diagrama de fijo del proceso
“Tolerancia de varisbles
-nstrucciones de operacion pera el equipo
-Programa de control de calidad que inciuye intervaios de muestreo
-Métodos de andiisis y operaciones unitarias criticas
~ Especificaciones del producto final
.Condiciones de riesgo
-Requisilos especiales de produccion
-Perfil de estabilidad del producto
-Especificaciones del material de empaque primario

2
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2. Transferencia a produccién. E| proceso de escala a nivel de produccién sigue
las fases de : estudio de transferencia, proceso de calificacion operacional y
calificacion del proceso.

Para la transferencia a nivel de produccion se debe realizar una calificacién del
equipo, los estudios de laboratorio deben ser suficientes para producir con las
especificaciones y definir los pardmetros del proceso. Desbués de los estudios de
transferencia se elabora un protocolo, donde se describen: instrucciones,
restricciones, equipo, materias primas, formulacion, proceso de manufactura,
muestreo y andlisisy definicion de criterios de calificacion.

3. Calificacién del Proceso. Durante cada fase de desarrolllo y calificacion del
proceso de produccién final, se genera una extensa cantidad de documentos, qué
estan directamente relacionados con la manufactwa final del proceso e incluye:
proceso de manufactura, férmula maestra, diagrama de flujo del proceso,
instrucciones de manuhddra, instrucciones del empaque, especificaciones,
muestreo, métodos de andlisis y el proceso de calificacion de los datos (21).

Cubiertos los preirequisitos anteriores se definen las responsabilidades para
llevar a cabo la validacién prospectiva. Entonces se prepara el protocolo de
validacidn y contiene los siguientes elementos:

- Obiotivbs.

- Método de Estudio (nimero de lotes a validar).

- Condiciones para la revalidacion. ‘

- Antecedentes y referencias.

- Descripcion de formula, técnica detallada de manufactura y recomendaciones.

- Condiciones de operacion

- Descripcion de pruebas selectivas de producto intermedio y producto

terminado.

- Indiycéciones de métodos de muestreo, inspeccion y andlisis en cada etapa.

- Nombres de operarios, supervisores y autorizaciones correspondientes.

22
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- Cartas de control que permitan establecer los |imites para el proceso.
- Anexo de verificaciones y de analisis especificos de las materias primas que
tengan mayor importancia en el producto.

3.0 El Plan Maestro de Validacién

La validacién comienza cuando se decide (qué es exaclamente un proceso
dado?, ;para qué es?, ;qué se supone que hard?. Una vez que ésto se ha
formulado y respondido de manera razonable, entonces se puede preparar un
plan maestro para validacion. A continuacion se presenta un ejemplo en la figura
5, para un proceso de fabricacion de liofilizados inyectables, situando el agua

purificada como parte de sistemas criticos ligados a los procesos y sistemas
analiticos.

PLAN MAESTRO DE VALIDACION
PROCESO  SISTEMAS SISTEMAS
" CRITICOS ANALITICOS

_ [tavaDo AGUA PURIFICADA _

ESTERILIZACION . AGUA ESTERIL METODOS

MEZCLA DE mcnvoq VAPOR LIMPIO REACTIVOS

FILTRACION AIRE LIMPIO EQUIPOS

LLENADO DRENAJE INSTRUMENTOS

LIOFILIZACION SISTEMA ELECTRICO (VALIDADOS)

ACONDICIONADO NITROGENO

Figura §.

23



DESARROLLO DEL NUCLEO-WIO DE MEBAOFENIN-Sn PARA EL MARCADO INSTANTANEQ CON Te-99m !EEIDAD SALAZAR MURO

El plan maestro de validacién muestra como un proceso para un liofilizado
inyectable inicia desde la preparacion de los materiales para su lavado y termina
con su acondicionamiento. Por ello es muy importante hacer la validacién de
sistemas criticos en el orden apropiado {que esté relacionado con los sistemas
analiticos.

3.9 Ventajas y limitaciones de la Valldacién en Procesoe

1. Ventajas

La validacién del proceso total prevee ventajas en costos, calidad, y cumplimiento
de regulaciones, tales como:

a) Optimiza ol proceso, para conseguir, la méxima eficiencia manteniendo la
calidad.

b) Determina las variables particulares del mismo, marca limites para estas
variabies y establece los controles de proceso adecuados.

c) Proporciona un programa documentado que da una alta seguridad, de que un
proceso dado, producird de manera consistente un producto que cumple con las
especificaciones y atributos de calidad previamente establecidos. .

El valor de Ia validacién, es el beneficio que se obtiene en costo de calidad, en
prevencion de fallas, y evaluacion. Para mejorar el proceso y que la validacion
s0a efectiva, éste deberd estudiarse muy a fondo para encontrar ]ummimm y
que sea tan Util como sea posible, al minimo costo.

La experiencia ha demostrado que la validacion del proceso hace posible, por
ejemplo; |a reduccion de tiempos en lavado de ampolietas y esterilizacién, como
consecuencia de estudios de la carga biolégica con validacion y control del
autoclave, de tiempos de mezcla, sobrellenado de liquidos conociendo los limites
y posibilidades de! equipo de llenado.

Hace también posible procedimientos analiticos mas répidos y més exactos.
Mejora en las especificaciones para producto y componentes como resultado de
cuestionar y desafiar las especificaciones mismas.

1]
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2. Limitaciones

Existen limitantes dentro de una validacién en proceso que son significativas si no
se toman en cuenta, algunas de éstas son: el personal-operador debe estar
entrenado y capacitado para que siga las instrucéiom de los procedimientos, tal
cual, y haga su trabajo sin errores. La tecnologia inadecuada, costos,
imposibilidad de instalaciones y equipos asi como las deficiencias de los
supervisores y jefes, son las mds significativas.

3.10 Optimizacion de procesos

La optimizacion de procesos es una de las ventajas obtenidas al validar, la
optimizacién de  instalaciones, equipo, sistemas, materiales, etc. da como
resultado un producto que cumple con las especificaciones de calidead a menor
costo. Algunos aspectos que se pueden optimizar como resultado de los estudios
de validacion son los siguientes: |
1. Tamafio de lote dptimo en relacion a la disponibilidad de equipo, personal y
tamafio de instalaciones. _ '

2. Reduccion de los tiempos de paro de maquinaria.

" 3. Reduccion de tiempos de esterilizacion como resultado de estudios de carga
biologica, control de autoclaves, etc.

4. Reduccion de tiempos de mezciado.

5. Reduccion de sobrellenado de liquidos

6. Procedimientos analiticos més rpidos y precisos

7. Desarmollo esténdar para el proceso, mano de obra, equipo, rendimientos, etc,
que da como resultado una mejor produccion y distribucion de los recursos.

8. Mejores especificaciones para productos, -

9. Reduccion de tiempos energéticos (21).
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2. Limitacionee

Existen limitantes dentro de una validacién en proceso que son significativas si no
se toman en cuenta, algunas de éstas son: el personal-operador debe estar
entrenado y capacitado para que siga las instrucciones de los procedimientos, tal
cual, y haga su trabajo sin errores. La tecnologia inadecuada, costos,
imposibilidad de instalaciones y equipos asi como las deficiencias de los
supervisores y jefes, son las mds significativas.

3.10 Optimizacion de procesoe

La oplimizacién de procesos es una de las ventajas obtenidas al validar, la
optimizacion - de instalaciones, equipo, sistemas, materiales, etc. da como
resuitado un producto que cumple con |as especificaciones de calided a menor
costo. Algunos aspectos que se pueden oplimizar como resultado de los estudios
de validacion son los siguientes: |

1. Temafio de iote ptimo en relacién a la disponibilidad de equipo, personal y
tamafio de instalaciones.

2. Reduccién de los tiempos de paro de maquinaria.

3. Reduccion de tismpos de esterilizacion como resultado de estudios de carga -
bioldgica, control de autoclaves, elc.

4, Reduccion de tismpos de mezclado.

5. Reduccion de sobreilenado de liquidos

6. Procedimientos analiticos més répidos y precisos

7. Desarrollo esténdar para ¢l proceso, mano de obra, equipo, rendimientos, etc,
que da como resultado una mejor produccion y distribucion de los recursos.

8. Mejores especificaciones para productos.

9. Reduccion de tiempos energéticos (21).

25



DESARROI.LO DEL NUCLEDFmIO DE uzuggm-u '& EL IMIC&: INSTANTANEO CON Te-S%es TRINIDAD SALAZAR MURO

4. MONOGRAFIA DE 99MTc.MEBROFENIN.

4.1 DESCRIPCION
1. Nombre

El radioférmaco es denominado como 98MTc.(3-Bromo-2,4.6-trimetifenil
carbamoilmetil-iminodiacetato)y; 99MTc-BromotrimetillDA; 99MTc-Mebrofenin.

El ' precursor se denomina . dcido 3-bromo-2,4,6-trimetilfenilcarbamoilmetil
iminodiacético; bromotrimetillDA; Mebrofenin.

2. Estructura Quimica de Mebrofenin
B8r CH, , _
1‘; CH2COOH
° N Oha ™ N CH, 0OOH
CH, | |
Figura 8.

Peso molécular : 367.32 g/mol

Formula molécular : C45H1g O5 N2 Br
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3. Formacion del Complejo

Se hace reaccionar una solucién de pertecneciato de sodio (39MTcO4Na) con la
mezcla liofilizada del dcido 3-bromo-2,4,6-trimetilfenilcarbamoiimetiliminodiacético
y cloruro estanoso, el pertecnaciato es reducido instanténeamente y compleja a
dos moléculas de Mebrofenin que aciGan como ligantes tridentados formando un
dimero con nimero de coordinacién de 6 y con un numero de oxidacion para
99MYC de +4 (8), |

. FI | o, o
o %
cu,, nuécn,—-" '—“Tc”—’”“"CH,I NH @00&.

CH, CH
v /

Figwra 7.

4. Apariencla

Solucion estéril, incolora, apirégena e isoténica del complejo 99MTc-Mebrofenin.

‘4.2HSTONIA

Nunn, Lobdrg y Conley (12), estudiaron la relacién estructura- distribucion de 33
derivados del IDA; midieron la caracteristica lipofilica y la correlacionaron con la
union a proteinas , la especificidad hepatobiliar; cinética intrahépélica y extraccién
renal, encontrando que los sustituyentes orto en el anillo fendlico son menos
lipofilicos y afectan el tiempo de transito hepatocelular, relacion inversa con el
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aumento de tamafio de las cadenas alquilicas y la posicién para en dicho anillo.
Segun estos estudios el 99MTc-(3-bromo-2,4,6-rimetillDA) , Mebrofenin, tiene la
mayor espacificidad hepética, trénsito hepatocelular répido y compite mejor con
las bilirrubinas para la excrecion hepatobiliar,

As| este radiofdrmaco ha sido considerado en los Uitimos afios el de eleccion para
realizar estudios hepatobiliares en medicina nuclear. Para 1993 , Ferro y col.
modifican la sintesis de Arguelles y col. reportada en 1988, con el fin de obtener
un mejor rendimiento en el producto final (8,13).

4.3 SINTESIS Y PROPIEDADES FiSICAS

La sintasis de Mebrofenin inciuye tres etapas: en la primera se obtiene la Cloro-

2,4 6-rimetilacetanilida. Se hace reaccionar 24,6-trimetilaniling, recientemente
destilads y disusita en dcido acético glacial, con cloruro de cloroacstilo disueito
" - también en éste dcido, adicionado con embudo y en bafio de hislo. Una solucidn
saturada de acetato de sodio se adiciona al matraz de reaccién y se agita; el
procipitado formado se filira y disuelve en etanol caliente, al filtrado se le afade
agua en relacion 5:1 con respecto al volumen del fitrado de etanol. Se obtienen
cristales ligeros bianquecinas con punto de fusidn de 177- 178'C

En la segunda etapa se obtiene la cloro-3-bromo-2,4.6-trimetilacetanilida. Se

munlwﬂmo_obmmmlammmmmmmmlyu

calienta a 80°C, se deja enfriar aproximadamente a 50°C, se adiciona FeCl3 y
bromo disuelto en dcido achtico glacial. Al terminer la bromacidn, se vierte la
mezcia de reaccion en agua fria con un poco de hielo, si los cristales presentan
un ligero color narsnjs, este desaparece agregando bisulfito de sodio. Se
recristaliza en etanci-agua 5:1 y el punto de fusibn de los cristales es de
173-175°C.

En la tercera etapa finaimente se obliene el acido 3-bromo-2,4,6-trimetilfenil-
carbamoilmetiliminodiacético (Mebrofenin). Se disuelve el reactivo obtenido en la
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segunda elapa en etanol-agua 1:1, se adiciona iminodiacetato de sodio, con
agitacion constante y se agrega NaOH 1.5N con goteo lento, la reaccién se sigue
por cromatografia . Al termino se elimina el etanol en rotavapor, la solucién
restante se fillra y se ajusta el pH a 1 con écido clorhidrico, se refrigera hasta la
formacién de los cristales blancos, se recristalizan en etanol.agua obteniendo
finalmente un polvo ligero bianco brillante con un punto de fuqién de 200-202°C.
Los cristales son solubles en solucidn de hidréxido de sodio 1N en relacion de
60 mg/ml. y en metanal 16 mg/ml a 25°C. Es insoluble en agua (8). E! rendimiento
de la reaccion es del 78%. '

4.4 ESPECTRO DE RESONANCIA MAGNETICA

o RAS LY T
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£
1
—
—
4
5
N
_E
i
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4.8 ANALISIS CROMATOGRAFICO

El Mebrofenin es caracterizado por un andlisis de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion. Una solucion de 0.1 mg/ml de mebrofenin en metanol (grado CLAR)
se hace pasar a través de una columna Bondapak Cqg; utilizando como fase
mévil una solucién de metanol y de dcido fosfdrico 0.2% en agua en proporcion
de 75 : 25. Utilizando un flujo de 1.5 mi/min.se obtiene el pico de mebrofenin con
un tiempo de retencién de 2.695 @ 2.713 minutos, empleando una longitud de
onda de 215 nm.

1. METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 75:25; FLUJO 1.8 mUimin,

2

0.22
0.20

0.10
0.16
0.1‘:

o2

: 3
3

0,06

-
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4.6 METODO DE ANALISIS DEL COMPLEJO

La pureza radioquimica del complejo formado es determinada por cromatografia
en capa fina (CCF) utilizando los siguientes sistemas;

Tabla!

Rfs para ol Andlisis del Complejo
SOPORTE CCF-SG CCF-SA
SOLVENTE metanol 85% | NaCl 20%
Rf Y9MTcO, 10 1.0
Rt ¥9MTc (hidrolizado) | 0.0 0.0
‘Rt ¥9MTc-mebrofenin | 0.9-1.0 0.0

El complejo no debe contener més de 10% de impurezas.

4.7 AFINIDAD QIOLOGICA

Se evalia mediante la administracién intravenosa del radiofdrmaco en ratones

" blancos de laboratorio de 25 a 30 gramos de peso, los cuales se sacrifican a
diferentes intervalos de tiempo (5, 30, 60, y 90 minutos), extrayéndoles la sangre,
higado, vesicula biliar, riffones, estémago, intestino, bazo, pulmones, vejiga y
colectando la orina. L actividad en cada drganc se determina en un detector de
Nal (Ti) . Con el dato de peso por érgano se calcula la activided por gramo de
érgano. Con estos datos se determina |a depuracion sanguinea y la concentracion

~ del radiofdrmaco en el sistema hepatobilisr en funcion del tiempo.
Noventa minutos después de la inyeccién no més del 5 % de la dosis inyectada
debe permanecer en el torrente sanguineo y el 90 % de la actividad debe estar
distribuida en higado ( 8 % * 5 %), vesicula biliar ( de 1% a 25%) e intestino
(70% + 10 %). La concentracion de la actividad en la vesicula biliar es producto
de la variabilidad bioldgica por lo que se considera como parametro que en
cuaiquiera de los tierhpos del estudio dindmico la relacidn gramo de
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vesicula/gramo de higado sea mayor a 20 y la relacion gramo de vesicula/gramo
de sangre mayor a 50 (8).

4.8 FARMACOCINETICA

Una vez que se administra por via intravenosa una solucién de
99mTc-Mebrofenin, ésta se une a proteinas plasméticas y posteriormente es
captado por los receplores de la membrana del hepatacito, se concentra en el
mismo y finalmente experimenta excrecién biliar a través de un mecanismo de
transporte activo. Mediante este proceso, el radiofirmaco provoca un constante
fiujo radiactivo que permite una adecuada visualizacion de detalles anatoémicos
tales como los ductos intrahepaticos y vesicula biliar.

El 99MTc-Mebrofenin se concentra en el parénquima hepético con niveles de
bilirrubinas tan altos como 20 mg/dL.

En las tablas ILUiIV y V se muestran los resultados de los parémetros
farmacocinéticos obtenidos en seis sujetos voluntarios a los cuales se les
administrd el 99MTc.Mebrofenin (8). '

Tabla N
Concentracion Plasmética del MTc.mebrofenin

{% Dosis/Litro) o

SUJETOS| 1Hr. | 2Hr. | 3Hr. | 4Hr. | 24 Hr.
RJA 8.38 595 | 499 | 406 | 249
RCH. 9.7 696 | 653 | 572 | 343
PCP 1267 | 688 | 829 | 749 | 3.00
GLS 835 | 624 | 463 | 388 | 139
LMR 7.34 560 | 494 | 363 | 182
RTE 373 |21 | 234 ] 189 | 077
MEDIA 83 | 606 | 529 | 445 [ 215

DE. 293 201 | 199 | 193 | 101
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Tabla i

Pardmetros de Biodistribucion del 99MTc-mebrofenin
COMPARTIMENTO CENTRAL

SUJETO | VOLUMEN | ACLARAMIENTO Tm RAPIDO T2 LENTO VAD ue

{iitros) {mimin) (Hre.) (Hre.) {Lng) (%)
RA | 764 8.57 0.88 28.44 | 034 | 89.70
RCH | 6.85 594 0.83 27.02 | 022 | 79.60
PCP | 5.3 8.11 063 | 1516 | 020 | 93.20
GLS | 6.31 16.00 0.72 1349 | 038 | 8960
LMR | 10.58 12.70 1.35 2014 | 043 | 92.10
RTE |  18.69 30.40 0.95 1550 | 0.70 | 93.10
MEDIA| 923 1362 0.89 1994 | 038 | 89.55
DE. 4.97 8.98 0.25 6.44 018 | 513

V.A.D = Volumen Aparente de Distribucién
‘U.P = Unién del Complejo a Proteinas

Tabla IV
Excrecion Urinaria de! 99MTc-mebrofenin
(% Dosls / Ti )

SUJETO| Ot hr. | 1-2hws.|2-3 hws. | 341we. [4-24iws |0-24 ws| AR,
(mi/min

RIA 544 | 283 | 208 1.84 9.00 21.29 3.23

RCH | 486 | 266 | 191 1.44 5.28 16.15 2.58

PCP 519 | 317 | 180 | 130 8.83 20.29 378

GLS 658 | 350 | 292 1.7 2.58 17.13 6.28

LMR 392 | 261 | 192 1687 | 825 18.57 3.08

RTE 319 | 113 | 099 0.83 . 9.85 4:61

| MEDIA | 466 | 267 | 1.94 1.51 6.28 17.25 3.93
DE. 1.19 | 082 | 062 0.40 2.60 4.08 1.35

AR = Aclaramiento Renal
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TablaV
Datos de Estudios Dinémicos con $9MTc-mebrofenin

SUJETOS| HIGADO |HIGADO Tgg| V.8 To | V.8./HIGADO
Tmdx(min) | [min] | [min] | (ALOS3S
MIN)
RIA 1147 34.00 | 1467 551
RCH 13.33 33.00 | 12.50 7.1
PCP 12.26 62.00 | 1022 2.53
GLS 11.73 2600 | 18.67 2.74
LMR 13.07 3500 | 14.40 5.94
RTE 10.66 1400 | 1760 5.12
MEDIA 12.09 34.10 | 1468 496
DE. —1.01 15.70 3.14 12.04

V.8 = Vesicula Biliar

De estos resultados se concluye lo siguiente:

a) El radiofdrmaco es répidamente distribuido en el compartimento central y
rdpidamente captado por el higado, aicanzando una maxima concentracion
(Tmax) en dicho drgano a los 12 minutos;

b} La radiactividad en el higado decrece a la mitad (Tsg) en 34 minutos;

¢) La vesicula biliar fue perfectamente visualizada (To) 14 mihuto: después de la
admninistracion intravenosa del radioférmaco; '

d) La radiactividad en (a vesicula biliar fue 6 VeCes Mayor que en una rea similar

de la porcion superior derecha del higado al final del estudio dindmico.
(35 minutos) .
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4.9 APLICACIONES CLINICAS

1. Evaluacién Anatémica y Funcional de la Via Biliar
a. Colestasis.

La diferenciacién entre colestasis intrahepética y oxtvahepétiba o3 de capital
importancia, pues las colestasis extrahepéticas son ictericias que exigen una
terapéutica quirdrgica, mientras las colestasis Intrahepdticas son,
generaimente subsidisrias de tratamiento médico y en ellas las
intervenciones quirirgicas representan en principio un riesgo que debe ser
evitado. En la gammagratia hepatobiliar es posible apreciar las
caracteristicas del érbol biliar (principalmente el calibre), lograndose, de esta
forma, diagnosticar obstrucciones de los conductos intrahepiticos y
obstrucciones totaies o parciales del colédoco.

b. Estudios de Ictericias prolongadas det recién nacido.

£l caso mas comun es la diferenciacién de anomalias congénitas como la
atresia de vias biliares de una hepalitis neonatal, en la primera'la imlgen'
gammagrafica estd caracterizada por una buena extracciéﬁ por parte de los
hepatocitos del radioférmaco, existe un minimo decremento de la actlvidad a
lo iargo de! estudio dinémico, de forma que aun a las 24 horas no es
detectada actividad intestinal. En la hepalitis neonatal la imagen es
caracterizada por una ausencia de acumulacion hepdtica del trazador (8),

2. Evaluacion Anatomica y Funcional de la Vesicula Billar
a. Colecistitis aguds.
Es consecuencia de una obstruccion calculosa del conducto cistico seguida
de una infeccion bacteriana de sus paredes. La imagen se caracteriza por la
no visualizacion de fa vesicula biliar. ‘
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b. Tamafio y colocacion de |a vesicula biliar.
Existe una serie de anomalias morfolégicas;, varias congénitas, que podrian
dificultar |8 evacuacién de la vesicula biliar 0 muy rara vez ocasionar
colecistitis al permitir el estancamiento e infeccion biliar intravesical; las mas

comunes son. vesicula péndula 0 ptdsica o coigante, sifonopatia, tabique y
diverticulos (8).

3. Evaluacion de Traumatismos abdominales
4. Evaluacion Post-operatoria del sistema hepatobiliar

4.10 ADMINISTRACION Y DOSIS

1. Reconstitucién

Al frasco que contiene e} reactivo liofilizado de mebrofenin y cloruro de estafio,
se le aflade de 3 a 5 m| de solucion de I9MTcO 4Na estéril y libre de pirégenos

: oonumnctuvidadnomayordo&OmCi Se agita unos segundos y se incuba
por 10 minutos a temperatura ambiente. Se aplica por via intravenosa. Cuando
no se uliice inmedistaments debe guardarse en refrigeracion (2-8°C). No
debe emplearss después de 18 horas de su reconstitucién. Debe tenerse is
precaucion de no ulilizar disoluciones de pertecnecisto de sodio que
contengen agentes oxidantes o que hayan sido obtenidas de generadores que
no hayan sido eluidos en las Gitimas 24 hores (8).

La dosis wgbﬁdapuampoc&mtcconunmwodoTOKoudo 185
2370 MBq ( 5 a 10 mCi).
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3. Contraindicaciones
Ninguna. No es aconsejable el uso de sustancias radiactivas en mujeres
embarazadas o en periodos de lactancia, ni en pacientes menores de 18 ailos,
a menos que el beneficio resultante del examen sea superior a los riesgos
potenciales. '

4. Gammagrafia
Gammagrafia Hepatobiliar de un individuo Sano

al que se le administrd #MTc.mebrofeni

- 5.

&

HHITE=DQQ GRAY&193, BLACK=1S
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§. MONOGRAFIA DEL MMTECNECIO

8.9 DESCRIPCION

1. Nombre
Tecnecio 99 metaestable, Tc-99m, 99mrc,

2. Apariencis
Polvo color gris brillante, se oxida lentamente al aire humedo.

3. Estructura y Actividad

Forma cristales hexagonales compactos, con un radio metdlico de 1.358
Armstrons para coordinacion de 12,

§.2HISTORIA

Se produjo por primera vez en 1937, C.Perrier y E. Segre io producen con el
ciclotron de los laborstorios de Berkeley, en Californis, & partic de una hoja de
Molibdeno iradiada con neutrones y deulercnes; le Hameron Tecnecio, del griego
"TECHNETOS" que significa artificiel, puesio que fub ol primer elemento
 preparado artificiaiments, Este Tecnecio aisiado fue una mezcla de 95MTc con
vide media de 60 dias y o 97MTc de 91 diss. Poco después en 1939 se sintetizd
997¢ con vida media de aproximadamente 214 000 afios.
ElmTceonvamdosO‘homfmmv«tMpotmpﬂmum1957
por Powell Richards de los laboratorios de Brookhaven a partir de un generador
de Malibdeno 99 (2). ’
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6.3 OBTENCION

El 99mYc so obtiene por la duintabracién beta negativa esponténea del
Molibdeno 99:
990 —f + 99myc

A este sistema se le llama generador de Tecnecio.

E! Tecnecio se puede separar del Molibdeno a medida que se va produciendo o
bien cada 24 horas para que la cantidad de Tecnecio separado sea mayor
+ _proporcionaimente ‘2"; '

La separacion de los dos elementos es posible debido a aigunas diferencias
fisicas importantes, como son: ef diferente coeficiente de adsorcion de sus sales
sobre dxidos metdlicos, la temperatura de sublimacion de sus 6xidos y el diferente
coeficiente de distribucion en solventes orgénicas o extraccion (2).

Generador de adsorcién de Tc-99m: el malibdeno como molibdato se adsorbe
fuertemente a fa superficie de las particulas de aigunos dxidos metdiicos (6xido
de aluminio) y en cambio e Tecnecio, como pertecneciato, no se adsorbe, 8ino
mmlbrnymmmmomomwﬂnlwm (NaCl 0.9 %),
 que pasa & travéz del éxido metdlico-Mo. Esta solucién lismada eluido, arrastra ¢!
90MTcO4", que 36 recoge en frasco estéril para uso en medicina nuciear (2, 5).
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GENERADOR DE 9mo/fmyc
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8.4 EL ANION PERTECNECIATO

-El anién pertecneciato se reduce muy faciimente en presencia de soluciones
dcides de Sn2+.
Sn2+ - Snd+ + 2e"
TcO4 + BH* + 30° - TcA* + 4H0

El grado de reduccion dependerd de :

a) ¢l oxigeno presente

b) la relacion estequiométrica Sr/Tc

c) las condiciones en las que se lieve a cabo la reaccion

d) la presencia de un ligante

o) la natursleza quimica de! ligante

Asi, sl la disolucion estd saturada con oxigeno, serd mayor la cantidad de
Sn2+que se necesite para efectuar la reduccion, EI oxigeno oxida al estado (II) a
estafio (IV) y por lo tanto disminuye la cantidad de estafio +2 que puede reducir al
tecnecio. ’ B :
Esta competencia del oxigeno se evita burbujeando N2 para tener una atmésfera
inerte, ademds, también es posiie que el Oxigeno alaque a las diferentes
entidades 0 especies quimicas de Tecnecio reducido y las reoxide hasta Tc+7 (2).

6.6 CONSTANTES FisICAS

* El Tecnecio 99 poses las siquientes constantes fisicas (2):

Numero atémico: 43
Peso etdmico: 98.913
‘Numero mdsico: 99 (del radicisotopo - mds

conocido)
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Radio i6nico: 56 pm

Radio atémico: 127 pm
Potencial de ionizacién. 7.28 eV
Densidad: 11.5 glemd
Punto de fusion: 22500+ 50°C
Calor de fusion; 5.5 Kcal / mol

Punto de ebullicin.  4877°C
Temperatura critica: 1.7°K
(superconductor)

6.6 PROPIEDADES QUIMICAS

La quimica del Tecnecio metaestable por ol nimero de itomos presentes en
solucién no estd ain completaments estudiada. Se sabe que el Tecnecio por ser
metal de transicion presenta muchos estados de oxidacion o valencias (2).

Numeros de oxidacion més +7, +4 y +3 perc también puede

eslables: funcionar con +6, +5, +2, +1,cero,-1
Configuracion elecirénica: (Kr) 582 4d5 |
Electronegativided: ~ 1.9eniaescaiade Pauling
Radioisétopos conocidos: 2

Numero de coordinacidn: 4y 6

£n o) estado de oxidacion (Vi) enconiramos al anién pertecneciato 99MTcO,- y
a los compuestos idnicos como o hepladxido 99"‘Tc207 y o heptasuifuro

99"‘1’!:287 que s piensa son semejantes a los compuesios correspondientes de |
e,

L))
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Hasta la fecha, todos los is6topos conocidos del Tecnecio son radiactivos, Los 29
radioisétopos del Tc, van desde el Tecnecio 90 al 110 e incluyen 8 parejas de
isémeros nucleares que son: 90m-90, 93m-93, 94m-94, 95m-95, 96m-96, 97m-97,
99m-99y 102m-102.

La reduccion del Tecnacio es un proceso facil de realizar ya que pasa de un
estado de oxidacion a otro répidamente;

BMYT+ + 20- o 9IMYSH

WMTCT+ + 3 — IIMYCAT

98mYCT+ o+ 49~ — 99MYTI¢
99mycS+ _, 99mycTe 4 9Imycd+

La reduccion con el catién estanoso, en medio dcido, es el protolipo que se ha
usado mis en medicina nuciear, especificamente, la sal de cloruro de estafio (Il):

St . 20" > Sn?* + 0.15volts
| WmycT+ + 9= — BMycA+ 40738 voits
En sume: :
asn2t + 299mycle ), 3gndd 4 290mycA+
€E! tiempo de vida mod_il del 99MY¢ s de 6.04 horas. Con una emisién gamma

manoenergética de 140 Kev ( el 87%) y ausencia de decaimiento beta (2).
£ Tecnecio-99 tiene una actividad especifica de 629 MBq/g (17 mCiIg),
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§.7 Compuestos de coordinacién

Los compuestos de coordinacion o quelatos del 99MTc (V) tienen 6 ligantes en
forma de octahedro y tienen 3 electrones no apareados en el orbital 4d, algunos
complejos incluyen otro étomo metéiico y otros nada mas el Tecnecio (3).

$.8 APLICACIONES

£l Tecnecio 99 se ha usado en (2): ‘

a) quimica analltica y en quimica de coordinacidn para esludiar el comportamiento
de este meta! @ interpolar los resuitados al disefio y produccion de radiofdrmacos.
b) en la industria se emplea como anticorrosivo para proteger léminas de acero,
on sistemas de fase con V, Ta, Cr, Fe, Pt y tierras raras, asi como en amalgamas
con el Hg,

c) en electrnica las aleaciones con Mo, Zr y Nb tienen propiedades de
superconductores.

d) en quimica nuclear para controlar la combustion de combustible en . los
reactores nucieares, y p&a preparacion de fuentes de Mg(a beta de 292 Kev.

6.9 APLICACION CLINICA

E! Tecnecio 99 metsestable, se utiliza en medicina nuclear desde 1960, debido a
su ficil oblencién; se usa en varias formas quimicas pwrs Gammagrafia de
cerebro, tiroides, gléndulas salivales, estdmago, pulmén, higado, bazo, rifon,
hueso y, pura estudios dindmicos y cindticos del flujo sanguineo en corazén,
puimdn, riflon, etc. (4).
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El costo de Nucleo-equipos de diagndstico es cada vez mas alto, debido a que la
mayoria de los que se emplean en los hospitaies Mexicanos son productos de
importacién. Esto hace cada vez mas importante la necesidad de producir
nucleo-equipos Nacionales, mas eficientes, més baratos y que cumplan con todos
los requisitos necesarios para ser registrados por a Secretaria de Salud.

Deniro del érea de desarrolio del Departamento del Reactor y Materiales
Radiactivos del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares, donde se
producen diversos nicleo-equipos nacionaies, se pretende producir, registrar y
poner a |a venta un nuevo radioférmaco a nivel nacional, cuyas caracteristicas de
captacién hepatobiliar supera a cualquier otro nicleo-equipo de diagndstico de -
este tipo en ol mercado mexicano.

El objeto de estudio es un nicleo-equipo de Mebrofenin-Sn*2 envasado en
frasco tipo penicilina cuyo aspecto es un sdlido de color blanco en forma de
liofilizado, estéril y libre de pirégencs. Para su uso el nicleo-equipo de
Mebrofenin-Sn*2 se reconstituye con solucion isotdnica, estéril y libre de
pirdgencs de pertecneciato de sodio (¥8MTcO4Na), para proveer una solucion
acuosa transparente, estéril, incolora, isoténica y no toxica de 99MTc-Mebrofenin
adecuada para ser administrada intravenosamente. ' v

El fin es elaborar el principio aclivo para la produccion del nucleo-equipo;
Optimizar el procedimiento de obtencion del radioférmaco, realizar un estudio de
estebilided acelerada para der una fecha iégica de caducidad y finaimente, valider
ol proceso de produccion para garaniizar la reproducibilidad del proceso
planteado para la eisboracion del nucieo-equipo para 99MTc-Mebrofenin, asi
como los atributos de calidad predeterminados del producto.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un Nucleo-equipo de Mebrofenin-Sn*2 para la preparacion del
complejo 99MTc-Maebrofenin para ser utilizado en los servicios de Medicina
Nuclear para diagndstico hepatobiliar, que presente :

Una distribucidn bioldgica después de 90 minutos de inyeccién en higado,
vesicula o intestino no menor al 90% de la dosis y una Pureza
radioquimica minima del 90%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Realizar la sintesis del principio activo, Mebrofenin.

2.2.2 Elaborar un procedimiento esténdar para obtener el nicleo-equipo
fiofilizado para la prepacacion de 99MTc-Mebrofenin.

2.2.3 Definir las carecteristicas de calidad deseables del nucleo-equipa de
99myc-Mebrofenin.

2.2.4 Desarroliar un método analitico para la caracterizacion y cuantificacion
de Mebrofenin por CLAR para Control de Calidad.

225 Evcluu las condiciones de produccion del nicleo-equipo y opumlwias
oN BU CA30,

2.2.6 Reslizar un estudio do Estabilidad acelerada para el niclec-equipo
- liofilizado.
2.2.7 Calificr los materiales, equipos, instalaciones y procedimientos de
opﬂnddnqnpmdmdocw (a calidad de conformidad del producto.

2.2 Elaborar un protocolo de validacion prospectiva y documentar si el
proceso producikd de manera consistente un producto con las
caracteristicas de calidad predefinidas.
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3. HIPOTESIS

Se liegaré al desarrollo de la formulacion adecuada para preparar el
Nucleo-equipo liofilizado de Mebrofenin-Sn*2, cuando la relacién entre ambos
cumpla con los controles de calidad radioquimicos una vez que haya sido
marcado con 99'“TcO4Na, la optimizacion de las condiciones de proceso en la
elaboracién del nicleo-equipo, quedardn definiendo: la velocidad de mezclado,
temperatura de mezclado y velocidad de adicion del reactivo cloruro de estafio
(It); Permitiendo un estudio de estabilidad acelerada para caicular una fecha de
caducidad l6gica. Asi al tener la evidencia documental de 3 lotes consecutivos
del nicleo-equipo para 99MTc-Mebrofenin obtenidos segun las condiciones
dotorminjdn on |a etapa de optimizacion del proceso serd posible demostrar la
estabilidad y uniformided en la calidad del producto asi como {a robustez del
proceso de fabricacion.
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4. MATERIALES

4.1 REACTIVOS

2,4,6-trimetilanilina, CgH{3N (Aldrich lote 13,217-9); Clorura de cloroacatilo,
CoHoC120, d= 1.4202 g/mi (Sigma lote C9767); Acetato de sodio, CoHaNaO2
{Merck), Bromo d= 3.119 g/ml (Aldrich lote 32,813-8); Acido acético glacial, d=
1.053 g/mi (Baker Anaiyzed lote 9707-62); Bisulfito de sodio, NaHSO3 (Merck),
Iminodiacetato de sodio, C4HsNagN (Merck), Cloruro férrico, FeClize6H20
(Merck); Cloruro de estafo (1) anhidro (Sigma lote §2752); Nitrégeno de alta
pureza (LINDE), Solucion salina estéril y libre de pirdgenos (TRAVENOL),
Pluronic 450 (Polioles S.A); Eiuato de 99MTcO4Na obtenido de un Generador
99Mo/@9MTc (GETEC-ININ); Acido clorhidrico concentrado, 38%, d= 1.19 g/mi
{Baker); Hidroxido de sodio (Sigma); tiras de fibra de vidrio impregnadas de silica
gel (ITLC-SG) y dcido silicico (ITLC-SA) Gelman Sciences inc.; Metanol absoluto
grado CLAR (Omnisolv EM Science lote 34122); Acido fosférico, H3POg, 85%, d=
1.71 g/mi (Merck); Acetona (Baker). ‘

4.2 EQUPO

Rolavapor, Buchi, modelo RE 121; Potenciémetro, Titriskop E516; Fusiémetro,
Buchi 510; Liofilizadora, Hull Corporation BFS12; Campana de flujo laminar, Veco
GHFL-A-12; Bomba de vacio, Feli Weich 1400; Dosificador, Wheaton Modelo Ji,
semiautomitico, Calibrador de dosis, Capintec CRC-IOR; Detector de centelleo
stlido, Nal(T!) Nuclear Medical Laboratories Inc; Cromatégrafo de liquidos de alta
* resolucion (HPLC), con delector de arreglo de fotodiodos 996 , Bomba waters
510, Columna C1g de dimetiloctadecilsilil enlazado al amorfo alcohot silica metil
(Bondapak) ,software Millenium 2000; Espectrofotometra de Infrarrojo ( Beckman
modelo 4230); Balanza analitica digital, Sartorius modelo 1602; Parrilia de
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calentamiento con agitacién, Corning modelo PC-351; Termémetros de -10° a
150°C; Detector electrénico de vacio de alta frecuencia (Modelo BD-60).

4.3 MATERIAL DE LABORATORIO

* Matraz bola con juntas esmeriladas 24/40 de 1litro
* Embudo de adicion de 100 mi
* Malraz kitazato de 500 mi
* Mairaz erienmeyer de 500 m!
* Refrigerante recto v
* Malraz bola de 500 mi con junta esmerilada
* Soporte univmm
* Bureta graduada de 10 mi
* Pinzas parabureta
~* Pinzas de tres dedos con nuez
* Pipetas graduadasde 2, 5,10y 20 m|
* Probetas de 50 y 100 mi
* Matraces aforados de 10, 25, 50, 100 y 1000 ml
* Vasos de precipitedos de 50, 100 y 500 mi
* Pape! Whatman No. 1 '
* Cubas cilindricas de vidrio de 10 cm de altura con didmetro de 2.2 cm
* Conlenedores de piomo . ‘
* Jeringas para insulina de 1 mi
*Frasco de vidrio tipo ampolieta (visi) de 10 m)
* Pape! indicador de pH ( 0-14), Merck

4.4 MATERIAL BIOLOGICO

* Ratones blancos cepa Balb-C de 25-30g de peso.
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5. METODOS

En ta actuatidad el Mebrofenin o BromotrimetillDA, no se encuentra en México
comercializado por alguna casa de productos quimicos por lo que.fue necesario
para realizar el desarrollo del nucleo-equipo de Mebrofenin-Sn*2, sintetizar la
materia prima {Ferro y cols. 8).

8.1 SINTESIS DEL ACIDO 3-BROMO-2,4,8-TRIMETILFENILCARBAMOIL METIL
IMINODIACETICO O MEBROFENIN

§.1.1 Obtencién de la cloro-2,4,8-trimetitacetanilida (C4{Hy4CINO)

Se destilaron 37.7 mL. (0.29 moles) de 2,4,6-trimetilanilina ( CgH43N ), los cuales
fueron disueltos en 160 mlL de écido acético glacial contenidos en un matraz bola
con junta esmerilada de 500 mi al que se le adaptd un embudo de adicion de 250
mi conteniendo 24.5 mL (0.29 moles) de cloruro de cloromlilo { 02H20I20 Yen -
80 mL de dcido acético glacial. El sistema fue colocado en un bafo de hielo
durante una hora, tiempo en que se aadid el contenido del embudo.
Por separado se prepararon 400 ml. de una solucion ssturada de acelato de sodio
y se agregd al malraz de reaccion con agitacion durante un periodo de 30
minutos, con o cual se formd un precipitado blanquecine cristaline que se filtrd y
se lavd con agua deatilada dos veces. Ei sdlido obtonidq se disolvid en laminima
cantidad posible de etanot caliente y se filtré inmediatamente. Al fillrado colectado
se e afiadi agua en relacion 5:1 VIV en relacion al volumen filtrado de etanol
obtenido forméndase, de inmediato, cristales ligeros de color blanquecino, Esta
~ suspensién se dejé en refrigeracion por unas horas para que cristalizara
totaimente, posteriormente fue filtrada y los cristales obtenidos se dejaron secar al
vacio, Rendimiento 53.6 g (93%), p.f. 177-178°C.
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8.1.2 Obtencién de la cloro-3-bromo 2.4.0-tdnntilacounillda('c1 1H43BrCi NO)

En un matraz bola de 200 mL se disolvieron 19.9 g (0.1 moles) de la cloro-2,4,6-
trimetilacetanilida C11H44Cl NO en 50 mL. de acido acélico glacial, dado que la
disolucién es un proceso endotérmico, la mezcla fue calentada aproximadamente
a 80°C, posteriormente se dejo enfriar a temperatuta ambiente hasta que alcanzé
los 50°C y entoces se adicionaron 0.1 g de FeCl3 ¢« 6H20 y 5.5 mL (0.1 moles)
de una disolucion de Bromo en 20 mL de écido acético glacial por un periodo de
15 minutos. Un indicio de que la bromacién ha terminado es la ausencia del color
rojo del bromo (7-8 minutos). Posteriormente la mezcla de reaccion fue vertida en
300 mL de agua fria observandose la formacion de cristales con un aparente color
naranja, mismo que se elimina al agregar 1.5 g de bisulfito de sodio. Se oblienen
cristales blancos que se fillraron y se recristalizaron en etanol.agua 5:1 VIV
siguiendo el mismo procedimiento que para la cloro-2,4,6-trimetilacetanilida.
Rendimiento 27 g (97%), p.f. 173-175°C.

§.1.3 Sintesis del dcido 3-bromo-2,4,8-trimetiifeniicarbamoil  metli
Iminodiacético (CqgH19Br N203) .

En un matraz bola de dos bocas de 250 mL se disolvieron 7 g (0.025 moles) de
_cloro-3-bromo  2,4,6-trimetilacetanilida (C11H43BrCl NO) en 250 mL de una
solucion etanol:agua 1:1 VIV. Posteriormente se incorporaron 5.3 g (0.03 moles)
de iminodiacetato de sodio con agitacién constante . A este sistema se le adapt6
un refrigerante para reflujo y un embudo de adicion conteniendo 20 mL de una
solucion 1.5 N de NaOH. Con un goteo lento se fue adicionando el contenido del
embudo al matraz por un periodo de aproximadamente 3 horas, tiempo en el que
el sistema se mantuvo a reflujo. La reaccion se siguiod por cromatografia en capa
fina de silica gel utilizando como sistema eluyente butanol: acido acético; agua
4:1:1 VN (Rf=0.3, 0.9 y 0.45 para el iminodiacetato, la bromotrimetilacetanilida y
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el bromotrimetillDA respectivamente), y en base a este analisis el reflujo se
continud por tres horas mas. La mezcla de reaccion de dejo enfriar y el etanol se
eliminé utilizando un rotavapor. La solucién restante se filtré y el filtrado se
ajusto a pH = 1 con HCI 2 N, se dejo en refrigeracién (4°C) por 24 horas. Los
cristales que se formaron fueron filtrados y recristalizados en etanol: agua 2:1
VN. P.f. 200-202°C.

§.1.4 Detarminacién de Puntos de Fusioén

Se determinaron los puntos de fusién de tres lotes diferentes de Mebrofenin

realizados en tres diferentes semanas.

1. Con un tubo capilar sellado por uno de sus extremos, se tomd una muestra del
polvo seco y distribuy6 en el fondo del tubo, ocupando una altura de Smm.

2. Se colocé el tubo en una de las entradas del fusibmetro, se enciende y
programa hasta una temperalura de 205°C aproximadamente, con un
incremento de 0.5°C /min,

3. Se ragistra la temperatura en la que el producto comienza a fundir y en la que
termina o
4, Se registraron las temperaturas y si éstas estaban por debajo del punto de
fusién reportado en la literatura ( 200-202°C), se recristalizaba el producto y

repetia la determinacion '

§.1.8 Espectros de Inframojo

1. Sa disolvieron 50 mg de cada lota de Mebrofenin en 10mi de acetona grado
CLAR.

2. Se depositd gota a gota cada una de las soluciones independientemente, sobre
ventanas-celdas de NaCl de 0.1 mm de espesor.

3. Se dejaron secar y se continué adicionando gotas hasta la obtencién de una
fina capa adherida sobre la celda; saturada con el compuesto.
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4. E) espectrofotometro de infrarrojo se ajusté a las siguientes condiciones:
Velocidad del papel de 300 cm™1/min., Ganancia de 260, Peri6do de 1segundo.

8. Se introdujeron cada una de las celdas por separado en el espectrofotémetro
de infrarrojo y se dejé correr el especiro

8.2 DEFINICION DE LAS CARACTERISTICAS DE CALIDAD DEL
NUCLEO-EQUIPO

Se consideraron las caracteristicas de calidad que debe cumplir un producto
liofilizado para diagnéstico clinicc marcado con un isélopo radiactivo, llevandose
a cabo la revision bibliogréfica de diferentes manuales de control de calidad de
nticleo-equipos o radiofdrmacos, asi como de diversas farmacopeas. Asi se
definio lo siguiente: ‘

1. Contenido de Mebrofenin.............. 10.0 + 2 mg/vial

R TR L A — 0.2 £ 0.1 mg/vial

3. Contenido de agua...................ns <5%

A PH.iooooiini s 6510
B ADIIONCIS.........ovosovrsvcrr s, SOMICION BCUOSE transparente e

‘ incolora o

6. Prusba de identificacion.............. tiempo de retencion 2.8 + 0.2 min.
7. ESIOFOR......cc..vvecsrerrrrerr Positiva

8. Pirdgencs por LAL................. b no més de 21 ew/ml

9. Pureza radioquimica.................... no menos de! 90%

10. Prueba de toxicidad.................... inécuo

11. Masa promedio................ccoevurenen, 12 + 2 mg/vial

12. Distribucion Biolégica después de 90 minutos
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< 5% en sangre
8 1 5% higado
1 A 25 % vesicula
70 £ 10% intestino
La relacion dosis gramo de vesicula/dosis gramo de higado debe ser mayor
a 20 y la relacién dosis gramo de vesicula/dosis gramo de sangre mayor a
50,

8.3 SELECCION DE LA FORMULACION Y ELABORACION DEL
NUCLEO-EQUIPO

La bibliografia reporta que la relacién estequiométrica adecuadas para elaborar
un niclec-equipo de Mebrofenin-cloruro de estaio (i) es de 10mg por 0.2mg
respectivamente, s menciona que con estas cantidades se obtiene la pureza
radioquimica més aita. En el presente trabajo se evaluaron varias relaciones de
masa para verificar que dicha formulacion era la adecuada. Asi pues so‘;';’roeodio
de la manera siguiente: ‘

1. En condiciones de asepsia y bajo stmosfera de nilrégeno, se disolvieron
100 mg de! Mebrofenin sintetizado en agua inyectable saturada con nitrégeno
mds 0.5 ml de hidréxido de sodio 3N en matraz volumélrico de 25 m.

2. Una vez homogénea la solucién (pH= 10) se colocaron 2.5 mi en 6 diferentes
viales.

3. Se ajustd ol pH= 6 con HCIGN,

4. Por otra parte se preparé una solucién de cloruio de estafo (Il) anhidro de
1mg/m| afadiendo 1 ml de HCI concentrado para disolver al cloruro antes de

- gjustar ol volumen.

8. Esla Gltima disolucion se. adicioné a los viales (del paso 2) a diferentes
volimenes de 5, 10, 20, 40, 60 y 100 microlitros respectivamente equivalentes
a 0.05, 0.10, 0.20, 0.40, 0.60 y 1.0 mg.
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6. Se homogeneiz6 la mezcla y posteriormente se ajusta el pH entre 5.5 - 6.0 con
una solucion de hidréxido de sodio1N, burbujeando continuamente nitrégeno.

7. Se filtré cada uno por membrana millipore de 0.22y , se taparon (os viales en
atmésfera de nitrogeno.

8. Se evalua la Pureza radioquimica en cromatografia de capa fina colocando
cada vial en contenedores de piomo y se Marca con 5mi de una solucién de
99MTcO,4- (actividad de 74 MBg/mi = 2 mCil mi).

9. Con los resultados de pureza radioquimica se verificd la férmulacién adecuada.

8.4 MARCAJE CON Tc-99m

El Tc-99m se produce a partir de un generador que contiene Molibdeno-99

producido por fision como se indica en la monografia de Tc-99m. '

1. Se tomé un frasco con eluyente de NaCl al 0.9% , se desprendio la retapa de
aluminio y se limpi6 el centro con alcohol. ’

2. Se retira el frasco protector de la cavidad de menor diématro del generador y
se colocd en su lugar el frasco con solucién eluyente. -

3. Se retira el frasco protector de la cavidad de mayor didmetro del generador y se
colocd en su lugar un frasco al vacid con blindaje de plomo.

4. En unos segundos se observa burbujeo en la solucién del frasco con salina, lo
cual indict que Ia elucion se esta llevando a cabo.

8. Al terminar de vaciarse la solucion salina, se midi6 la radiactivided del eluato
de pertecneciato (39MTc0,4") en un calibrador de dosis.

8. Se diluye el eluato con NaCl al 0.9% hasta ajuster a una activided de 74
MBg/ml esto es una actividad de 2.0 mCi/mi.

7. Se colocan los frascos del nicleo-equipo en contenedores de plomo y se
adiciond 1ml de la solucion de pertecneciato a cada uno.
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8. Se mezclé cada frasco en su contenedor suavemente y se incubd a
temperatura ambiente (25° + 3°C) por 15 minutos para completar el marcado.

8.8 EVALUACION DE PUREZA RADIOQUIMICA

Una vez marcado el nicleo-equipo se procedié de la forma siguiente:

1. En dos tiras para CCF-SG (silica gel) de 10 x 100 mm, se colocd en cada una,
1u L. de muestra de cada uno de los viales a analizar. .

2. Se desarroli la cromatografia ascendente a un frente de 8 cm en un sistema
eluyente de metanol al 85% en agua destilada.

3. Por otra parte, en dos tiras para CCF-SA (dcido silicico) de 10 x 100 mm, se
coloco en cada una 1u L de muestra de cada uno de los viales a analizar.

4. Se desarrollé la cromatografia ascendente a un frente de 8 cm en un sistema

eluyente de solucion salina al 20%

6. Se dejaron secar las cuatro tiras al aire y posteriorments se envolvieron en
cinta adhesiva. '

[ 3 So cortan en dos fracciones por la mltld y se deposita cada una en tubo para
contador

7. Se midi6 la dislribucién de la radiactividad en un analizador monocanal

~ acoplado & un detector de Nal(TI).
8. El porciento de cadas especie radiactiva se determiné de acuerdo con lo
siguients .
SOPORTE CCF-SG CCF-SA
SOLVENTE metanol 85% NaCl 20%

R Smyco,- 1.0 10
Rf 99MTc (hidrolizado) 0.0 00

. Rt ¥MTc.mebrofenin  0.9-1.0 0.0

9. No menos del 90% de la radiactiidad debe encontrarse como
99mTc.mebrofenin y no mas del 10% como 99MTc hidrolizado y 99MTcO 4 libre.
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§.6 PRODUCCION PILOTO DE MEBROFENIN-Sn*2 Y OPTIMIZACION DEL
PROCESO

Una vez que se encontrd la relacién estequiométrica adecuada enire el principio
activo (Mebrofenin) y el agente reductor (Sn*2), se procedié a elaborar lotes de
50 mi (2ml/ vial), variando las siguientes condiciones que se consideraron criticas
para continuar con la optimizacion del proceso de produccion:

a) Velocidad de Mezclado de los componentes de la formulacién,

b) Temperatura de Mezclado de los componentes y,

¢) Velocidad de adicion del componente Cloruro de estafio (II).

5.6.1 Optimizacion

Se planted la elaboracion de un diseflo experimental de 3 factores a 2 niveles de ‘
evaluacién, con cinco variables de respuestas. la pureza radioquimica y la
distribucion biolégica de la dosis inyectada (en sangre, higado, vesicula e
inlestino) para enconirar las condiciones éptimas de manufactura. El andlisis de
los rasultados se reaiizé a través del paquets estadistico "The SAS System"
(versidn 6.08, licenciado al laboratorio de Especializacién en farmacia Industrial
de la FES-Zaragoza, UNAM), empleando el Procedimiento General de Modelos
lineales, para determinar la oomhdén existente entre las variables Xi con
respecto a las variables de respuesta Yi, esto para definir la influencia de dichas

,'vuiabm en la calidad de! producto y encontrar a su vez los valores dptimos en
los cuales se obtiens el producto con la calidad requerida. Enseguida se plantea
(2 matriz experimental:
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Tabla Vi
Disefto Factorial para la Optimizacion del Proceso

EXP | VELOCIDAD | TEMPERATURA | VELOCIDAD (PR | S | H | V[ I
DE DEMEZCLADO | DEADICION | % | % | % | % | %
MEZCLADO X2 SnClz Yt [Y2IYI|VY4| VS
X3 &)
(rpm) (°C) (mi/min)
1 250 23 0.2
2 500 23 0.2
3 250 28 02
4 500 28 0.2
5 250 23 0.5
6 500 23 0.5
7 250 28 0.5
8 500 28 0.5

Donde Y1= pureza radioquimica
Y2= % de dosis en sangre
Y3= % de dosis en higado
Y4= % de dosis en vesicula
Y5= % de dosis en intestino

6.6.2 PROCEDIMIENTO DE MANUFACTURA

1. PREPARACION DE LA S8OLUCION DE 8nCiz EN HCI

a. Con una pipeta se midieron 2.5 mL de #cido clorhidrico concentrado y se
colocaron en un matraz erienmeyer de 25 mL. '

b. Se pesaron 125 mg de cloruro de estafo (Il) anhidro y se afadieron al
matraz que contiene el dcido - clorhidrico, se agitd hasta disolver
completamente bajo stmésfera de nitrégeno. '

c. Se sjustd a un volumen total de 25 m! con agua inyeciable purgada con
nitrégeno.

d. Se filtr6 a temperatura ambiente® por membrana millipore de 0.22 ym y se
recibié el filtrado en un matraz erlenmeyer, se aplicé nitrégeno.

* Cuando se menciona temperatura ambiente es 23°C + 2°
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2. PREPARACION DE LA SOLUCION DE MEBROFENIN

a. Se saturaron con nitrogeno 100m! de agua inyectable, estéril y libre de
pirégenos, mediante el burbujeo de este gas durante 15 minutos. '

b. Se pesaron 0.25g de Mebrofenin (BromotrimetillDA) y se disolvieron a
temperatura ambiente en un volimen aproximado de ,‘15'm| de agua

_inyectable satwada con nitrégenc en un matraz bola de tres bocas de 500

mi. Se saturé el matraz con nitrégeno por § minutos. k

¢. Con agitacion a 500 o 250 rpm (seguin correspondia al experimento) y barra
magnética de 2 pulgadas, se adicionaron 4mi de NaOH 3N hasta la completa
disolucién del compuesto (pH=12) y finaimente se ajust6 el pH @ 6.0 con HCI
6N. \

d. Se saturd el matraz con nitrégenc por 7 minutos tapando dos de las bocas y
se colocé en una tercera la microburets con el cloruro de estafo (Il)
(figura 9). -
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EQUIPO PARA LA ELABORACION DE MEBROFENIN-Sn+2

BURETA— ||

NTROGENO ~*

< PLACA DE AGITACION

o o
c

Figura 9.
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3, PREPARACION DE LA MEZCLA

a. Se agregaron con microbureta 1ml de ia solucion de cloruro de estafio (Il)
anhidro a la solucién de Mebrofenin a una velocidad de 0.Smi/min o
0.2ml/min (segun correspondiera al experimento), burbujeando nitrégeno en
la burela por 2 minutos. La temperatura se reguld con la placa de
calentamiento y un baflo maria alrededor del malraz midiendola con
termoémelro, de acuerdo a la temperatura a la que correspondiera la

~ experiencia ( 23° 0 28°C). ‘

b. Se contindo agitando a las rpm correspondientes y se midid el pH el cual fue
de aproximadamente 1. ‘

c. Se ajustd cuidadosamente el pH en el intervalo de 5560 utilizando
Unicamente NaOH 1N, Ia mezcla debe ser transiucida.

d. Se agregaron 50mg de pluronic en polvo y se agitd hasta obtener una
disolucién comle

. Se filtré por membrana millipore de 0.22y utilizando el equupo de fnltfacibn y
con ambiente de nitrégeno.

f. Se virti6 a una probeta de S0ml la solucion y se completé el volumen a 50ml
con agua inyectable, libre do pirbgenos y saturada con nitrdgeno. _

9. Se filtrd nuevamente por membrana millipore de 0.22u wutilizando el equlpo
de filtracion y con ambiente de nitrogenando.

4. DOSIFICACION _
Se dosificd colocando 2ml de la solucion final en cada uno de los viales de 10 ml.

8. LIOFILIZACION } .

Se procedio a liofilizar de acuerdo al ciclo: -40°C a -10°C, por 3 horas y -10° a
i5°c. 17 horas método utilizado para todos los productos liofilizados que en la
planta se producen.
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Una vez terminado el proceso de produccion y liofilizado el producto se procedio
a la evaluacion de los controles de calidad: pureza radioquimica y distribucién
biolégica. La evaluacién de pureza radioquimica se realizé de acuerdo con el
punto 5.5 de los métodos aqui descritos.

6.7 DISTRIBUCION BIOLOGICA

1. Se seleccionaron 8 ratones blancos de la cepa Balb-C (uno para cada diferente
experiencia) de 25 a 30 g de peso.

2. Se inyecté en la vena marginal de la cola 0.1ml de la solucidon de
99mTc-Mebrofenin (actividad de 370 MBg/ Sm! = 10 mCi/Smi) y se sacificaron
a los 90 minutos posteriores a la inyeccion.

3. Se extrajo por puncién cardiaca la mayor cantidad posible de sangre y se
coloca en una bolsa de pldstico, previamente tarada, asl mismo, se tomd con
un algodén la excrecién urinaria y se colocd en una bolsa de pldstico.

4. Se extrajeron [a vesicuia biliar, los rifiones, bazo, estmago, intestinos, higado
y pulmones; cada 6rgano se colocd en bolsa de pléstico previamente taradas,
asi como el resto del cuerpo. '

8. Secortd la eohylproximldmnto a 20-30 mm arriba del sitio de la inyeccién y
se descartd. ;

6. Se determind la actividad en cuentas por minuto (cpm) en cada uno de los

- drganos, excrecidn urinaria y resto del cuerpo, en un sistema de deteccion

7. Se realizaron los cdiculos para determinar ol % de dosis de radiactividad

Inyectada en los distintos drganos, sangre y orina.

%D.B = radiactividad en el érgano especifico X 100/ radiactividad total
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La eliminacion del radiofarmaco de la sangre debe ser rdpida y su excrecién
principal por el sistema hépatobiliar‘ Las caracteristicas de calidad en distribucion
biolégica son las reportadas en el punto 5.2,

8.8 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Una vez terminada la optimizacién del proceso y encontrados los parametros
6plimos para la produccion se procedié a desarrollar un método de andlisis de la
materia prima ; Mebrofenin.

Se realizd el andlisis via cromatografo de liquidos de alta resolucién (CLAR). De

acuerdo con la polaridad de nuestra molécula se escogié metanol como fase

mévil,

1. Se realizd un barrido en espectrofotémetro de UV para observar el pico de
mixima absorcién a diferentes longitudes de onda. '

2. Una vez encontrada a longitud de méxima absorcion se procedio a encontrar
las condiciones adecuadas para el andlisis cromatografico.

3. Para el andlisis cromatogrdfico se opté por la fase reversa adicionando é&cido
fostorico al 0.2% VNV para evitar |a presencia de “cola” en el cromatograma.

4. Para encontrar {a concentracion adecueda de la fase mévil (basada en el
cosficiente de particion del mebrofenin entre la columna C-18 y la proporcién
de la mezcla metanol:agua), se probaron 2 concentraciones de la mezcla de
metanol.dcido fosférico al 0.2% (80:20 y 75:25 VIV ), a dos niveles en cuanto a
la velocidad de flujo (1.0 y 1.5 mli/min), se mantuvieron constantes la
temperatura del sistema igual & 22°C, la longitud de onda de mixima sbsarcién
de 215 nm, el tiempo de corida del cromastograma de 10 minutos, la
concentracion de la muestra de mebrofenin de 0.1mg/mi y el volumen inyectado

" de 20uL ; analizando como variables de respuesta (por duplicado), los
siguientes parémetros cromatogréficos: Tiempo de retencién (Tr); Sigma o
platos tedricos; Factor de capacidad (K), Resolucion (R), Factor de Selectividad
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y el Area bajo la curva. E| disefo factorial 2x2x6 descrito @ continuacion se
analizé mediante el paquete estadistico de andlisis "The SAS System" por el
procedimiento de generacion de modelos lineales (GLM):

Tabla VH
Disefto Factorial para la Optimizacién de condiclones Cromatogréficas

FASE |VELOCIDAD | Tr | SIGMA | K | RESOLUCION | SELECTIVIDAD | AREA
MOVH. | DEFLUJO | (min)

(mi/min) . %
b AR I ¢ | v v2 A Y4 Y8 Y
1.5 80:20

1.0 80:20

1.5 75:25

1.0 75:25

8. Para el andlisis se prepard una solucion esténdar de Mebrofenin disolviendo
100 mg de este en metanol y aforando en un matraz volumétrico de 100 mi

(1mg/mi), s@ tomd 1 mi de esta solucién con pipeta volumétrica y se llevd @ un
volumen de 10mi en matraz aforado obieniendo una concentracion final de
0.1mg/mi. '

€. Se prepar6 una disolucidn de 500mi de dcido fosférico al 0.2% VNV .

7. Se prepar6é 100m| de una mezcia de metanol.dcido fosférico al 0.2%, 80:20 V.

8. Se puplré 100mi de una mezcia de metanol. lcldo fosférico al 0.2%, 75:25 V.

9. Una vez encontradas las condiciones Optimas para e| analisis por
cromatografia de liquidos de alta resolucion se procedié a la validacion del
sistema.

Las caracteristicas del equipo y reactivos empleados fue el siguiente:
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a. Cromatografo. Cromatdgrafo de liquidos de aita resolucion (CLAR), con
detector de arreglo de fotodiodos 996, Bomba waters 510; Inyector can loop ‘
de 20 uL; Columna Cyg de dimetiloctadecilsilil enlazado al alcohol amorfo
silica metil (Bondapak) con dimensiones de 125A 10p, 3.9 x 300 mm;
software Millenium 2000; regulador de voltage electrénico (Vogar ER-10)
120 vac-60 Hz.

b. Espectrofotémetro U.V: Espectrofotémetro de luz ultravioleta Beckman,
modelo 35.

¢. Reactivos: METANQL grado CLAR; ensayo por cromatografia de gases
pureza 99.91%; residuos de la evaporacién 0.1 ppm; indice de refraccion a
25°C 1.3283; contenido de agua 0.048%; filtrado por membrana de 0.2 um;
Marca OmniSolv (EM Science)Lote 34122,

ACIDO FOSFORICO grado andlisis quimico; pureza 85%; dcidos voldtiles
0.001%; C10.0002% mdx; d= 1.71 g/mi. Marca Merck.

AGUA destilada y purificada por un sistema MilliQ deionizador do 5
elementos marca millipore; conductividad de 0.14 pohms por cm a 25°C;
pHT7.

6.9 VALIDACION DEL SiSTEMA CROMATOGRAFICO HPLC

La validacion se lievé a cabo empleando como fase mdvil la mezcla de metanol:
dcido fosférico 0.2% , 75:25 VWV y ulilizando una velocidad de flujo de la fase
mévil de 1.5mimin. La longitud de onda méxima fue de 215 nm. El tiempo de
corride del cromatograma fue de 5 minutos. La bomba G\M\o con una pmioh
menor @ 1000 psi. Las muestras se disolvieron en metanol grado CLAR y se
filtraron por membrana de 0.22 micras.
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8.9.1 Linearidad del Sistema

La linearidad del sistema se determind construyendo una curva de calibracién

(concentracidn contra respuesta medida) utilizando 40, 80, 100, 120 y 150% de

una misma solucidn esténdar de mebrofenin. E| 100% correspondié a 0.1mg/mi de

concentracion de mebrofenin.

1.Se llevaron a cabo las diluciones correspondientes para la obtencién de cada
nivel

2. Se inyectaron en el CLAR por cuadruplicado, 20 microlitros de cada nivel para
la cuantificacion de la concentracion

3. Con los datos obtenidos se calculd a través del software Millenium 2000; la
pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente de correlacidn (la ecuacién de
la recta); ademas los promedios de respuesta para cada nivel, la desviacion
estindar y el coeficiente de variacion, :

8.9.2 Precisién del Sistema

Se determind por -octuplicado de una misma. solucién estdndar de 0.1mg/imi

correspondiente al 100% ‘

1, S0 propard la solucion de mebrofenin de 0.1 mg/ml en metanol

2. Se realiz6 ol andlisis por octuplicado de la solucidn mediante la inyeccion de 8
muestras de 20 b sl CLAR ‘

3. Con los datos obtenidos se calcul el coeficients de variacién

§.9.3 Exactitud y Repetibilidad

Se determind por septuplicado en muestras independientes al 100%

1. Se pesaron siete muestras de 100 mg de mebrofenin y se aforaron a 100mi con
metanol (concentracién de 1.0mg/mi), posteriormente por separado, se tomd
1mi de cada una y se aford a 10ml (concentracién final de 0. 1mg/ml)
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2. Se inyectaron en el CLAR, 20 microlitros de cada solucion para su
cuantificacion

3, Con los datos obtenidos se calculd el coeficiente de variacion

8.10 EVALUACION DE LA PRECISION (Rspnowclmumm DEL SISTEMA
CROMATOGRAFICO CCF

La determinacién de Pureza Radioquimica de los diferentes radiofdrmacos se

lleva a cabo por Cromatografia de Capa Fina , ya sea SA 0 SG.

Las condiciones y materiales para esta determinacion fueron las siguientes: Tiras

de fibra de vidrio impregnadas con Sflica Ge! (CCF-SG) o impregnadas con acido

silicico (CCF-SA) de 1 x 10 cm (Gelman Sciences, lote 9743); cubas de vidrio

para elucion de 2.2 cm de didmetro x 10 cm de altura; volumen de fase mdvii de 1

mi; volumen de muesira de 1microlitro uL); contador de pozo de Nal (Berthold

LB9516); conteo en Cuentas Por Minuto; detector 57Co; Kev. 50/180; fondo

10000CPM.

1. Se realiz6 un andiisis por sextuplicado de un mismo lote de mebrofenin-Sn*2;

| el mismo dia de su produccion.

2. La pureza radioquimica se determind de manera lnilool “con la técnica
descrita en el punto 5.5, - ;

3. Para la CCF-SA se empled como fase mbvil solucion salina al 20% PV, para la
CCF-SG se empled de fase mévil metanc al 85% en agua V.

4. Una vez cuantificados los resultados se calculd la media, la desviacion
estindar y e coeficiente de variacion para cada sistema.
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5.11 ESTUDIO DE ESTABILIDAD

8.11.1 Estabilidad Acelerada

El estudio de estabilidad acelerada se llevd a cabo con el fin de obtener una
fecha de caducidad Ibgica o vida de anaquel para el producto liofilizado envasado
herméticamente Mebrofenin-Sn*2, En este estudio se consideré sélo a la
temperatura como acelerador de las reacciones de degradacion.

PROCEDIMIENTO:

1. Se elaboré un lote de 250 viales de Mebrofenin-Sn*2 de acuerdo con la
formulacion: . '

,clwo de estafio (1v)... 0.2m

Con el siguiente ordon

69



DESARROLLO DEI NUCI.EOrM!PO DE MEBROFENIN-8a PARA EL MAICAM INSTANTANEQ CON Te-a TIINIDéB SALAZA= MURO

DIAGRAMA DE FLUJO
PESADO
-

v 3
otsaLucion DISOLUCION 2
CLORURO DE

: MEBROFENIN EN
HO1 Y AGUA NAOH Y AGUA
L T
v
MEZCLADO

500 rpm,23°C
adicléon de SnCI2
de 0.5 mi/min.

CONTROL DE 1k
e e ——{ESTERILIZACION
RADIOQUIMICA

———
DOSIFICACION

*
LIOFILIZACION

|nscousmuc@

¥
CONTROLES DE

CALIDAD
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2. Una vez terminados los controles de calidad para el 5% (12 viales) del lote, se
retaparon con aluminio los viales y se realiz6 la prueba de vacfo por unidad
(vial) mediante un detector electronico de vacio de alta frecuencia (Modelo BD-
60) y se descartaron los viales que no pasaron la prueba.

3. Posteriormente se calibraron 3 estufas con termostato a 3 diferentes
temperaturas: 45° £+ 2°C; 60° + 2°C y 84°+ 2°C.

4, Se colocaron 50 viales en cada estufa y 50 se colocaron a temperatura

ambiente*, se optd por evaluar |a pureza radioquimica cada 24 horas para cada
temperatura durante la primera semana.

§, En la segunda semana se continuo con la determinacién de pureza
radiogquimica muestreando cada 24 horas para la temperatura de 84°C, y cada
Qemana para |as temperaturas ambiente, 45°C y 60°C. '

6. Las variables a evaluar para el estudio de estabilidad fueron el pH, la pureza
radioquimica y |a apariencia del liofilizado. '

7. Debido a que una pureza radioquimica menor al 90% no es aceptable para el
radiofdrmaco, se suspendié el estudio de estabilidad cuando el radiofdrmaco
presentd una pureza radioquimica < al 90%.

8. Terminado el estudio se graficaron y analizaron los resultados mediante el
paquete estadistico "The SAS System’, calculando el tgg o fecha de
caducidad.

6.12 VALIDACION DEL PROCESO

_Terminada la optimizacidn del proceso se llevé a cabo la elaboracion de tres lotes
de Mebrofenin-Sn*2 en tres dias consecutivos por el departamento de
produccuén, posteriormente el departamento de Control de Calidad evalué en su
totalidad los controles de calidad muestreando el 5% de cada lote y expnduendo un
certificado de calidad para cada uno.
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Para nuestro analisis de uniformidad de lote a lote se recopilaron los resultados
referentes a la pureza radioquimica y el contenido de Sn*2 (evaluado por el
departamento de Andlisis quimicos del ININ).

El andlisis de resultados se llevd a cabo mediante el paquete estadistico "The
SAS System" . Los resultados de la optimizacion, asi como los de validacion del
proceso fueron reportados por escrito y anexados al protocolo de validacion.
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6. RESULTADOS

6.1 SINTESIS DE MEBROFENIN

£l Rendimiento de la reaccién final fue de 7.3g (78%); y un 20% se perdié en la
recristalizacion final.

~Tabla Vil
Puntos de Fusion de 3 lotes de Mebrofenin
LOTE | PF*C | PFC | CV
X
Estandar| 200-202 | 201 0
200-202
L-0185 | 200-202 | 201 0
200-202
-0295 | 200-202 200 | 0705
198-200
L-0395 | 200-202 | 201 0
200-202
MEDIA= 200.75
DE=05
CV=0249%

El cosficiente de variacion entre lotes en cuanto a punto de fusion fue de 0.249%

6.1.1 Espectros de Inmmjo .

Los espectras de infrarrojo para cada lote comparados con el estdndar son los
siguientes:
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6.2 SELECCION DE LA FORMULACION

Para la formulacion se fij6 la masa de Mebrofenin en 10 mg y se varié la masa de
cloruro de estafto (n).

Tabla IX

Variacién de 1a masa de SnCl,
SnCh| PR% | 99MTCO," | MnTcoHp0
(mg) % %
005 | 8a7e | 952 074
010 | s402 | ar7 1.20
020| o730 | o083 | 215
040 | 9506 | 094 3.99
060 | 472 | 184 | 343
100 | 9514 | 398 089
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6.2.1 Grificas de Variacion en ia masa de SnCi2

N FORMULACION DE MEBROFENIN *I ] FORMULACION DE MEBROFENIN
t DE LA PUNKEA CON A LA MASA LE Sniay VARACION Off PERTECNECIATO LIBRE CON RESPICTD A LA MASA DF 8aC1H
PUREZA RADIOQUIMICA (%) PERTECNECIATO LIBRE (%)
120 120
10O} = oo v o e oo e o e e e e e e e 100

QO fo = 'm e e i i o e e e i e e i v o 20

% G801 020 046 08 10 % oG8 0.1 020 040 080 1.0
WMILIGRAMOS D& CLORURO DI BSTARO (1) MILIGRAMOS DE CLORURO DE E8YARO (1)
GRAFICA A ‘ GRAFICA 8

FORMULACION DE MEBROFENIN
08 YRONICI) CON RseE

D10 A LA MABA DR

TECNECIO HIDROLIZADO (%)

) S,

008 0% 020 04 000 10
MILIGRAMOS DE CLORURQ D ESTAKO (M)

GRAFICA C

°{I

Figura 10.
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€.3 OPTIMIZACION DEL PROCESO

8..1 Pureza radioquimica y Distribucién Bioldgica

Tabla X
Resultados Experimentales de ia optimizacién del Proceso

. : PR% | sangre % | higado % | vasicula % | intestino % | Relacion Relacion
Xt | x2|x3 i Y2 A Y4 Y8 vis VIH
11 -1 1-11-1] 9472 | 3.4365 | 55154 12.473 60.41 106.77 40.13
21 #1111 1] 98583 2.30 450 | 10.20 71.30 78.00 102.0
311 1+1]-11] 9508 2.45 4.77 5.73 72.23 75.46 38.77
14l v+ 4] 96.47 1.92 6.20 16.40 67.3 384.37 29.90
511111+ 9515 0.87 3.18 11.83 66.26. 214.93 70.88
6] +1 1 -11+ ] 99.00 1.85 4,50 15.30 70.70 238.91 60.44
1711+l +11 9730 148 3.70 20.36 63.94 418.35 110.0
81+ ]+1]+1] 98.16 1.71 3.0130 21.742 66.123 -523.05 196.7

8.3.2 Andlisis de Correlacion y Regresion Lineal

El andlisis de correlacion entre las variables independientes Xi con respecto a las

- variables de respuesta Yi es el siguiente :
- DONDE: '
X1= Velocidad de agitacién de la mezcla ( -1= 250 rpm; +1= 500 rpm)
X2 = Temperatura de mezclado (-1=23°C; +1= 28°C)
X3 = Veiocidad de adicion del SnCia (-1= 0.2mlmin.; +1= 0.Smi/min)

Donde Y1= pureza radioquimica
Y2= % de dosis en sangre
Y3= % de dosis en higado
Y4= % de dosis en vesicula
Y5= % de dosis en intestino

%
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Tabla Xi
ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE
LA OPTIMIZACION DE PROCESO
RESPUESTA MODELO PROBABAIDAD | PROBABILIDAD Re cv
i OE DEL MODELO
COEFICIENTES
PUREZA Y1=96.80 + 1.24X1 =0.9999 0.9993 0.99552 | 0.178568
RADIOQUIMICA | + 0.60X3 - 0.68X1X2 x1=0,9997
+ 0.38X3X2 x3=0.9978
x1%2=0.9984
x3%2=0.0012
DISTRIBUCION | Y2= 2,00 - 0.53X3 + b0=0.9999 0.9845 0.811052| 19.49760
EN SANGRE 0.36X3X1 x3=0.9876
: x3x1=0,9630
DISTRIBUCION | Y3= 4.42 -0.82X3 b0=0.9999 0.9823 0.635963 | 16.27707
EN HIGADO x3=0.9823
DISTRIBUCION ver anexo 4 ver anexc 4 0.3553 0.856789| 37.28077
EN VESICULA numero 1 numero 1
DISTRIBUCION ver anexo 4 ver anexo 4 0.2623 0.796777| 7.125455
EN INTESTINO numero 1 numero 1

De acuerdo el procedimiento general para modalos lineales tenambs :

1. Para le variable de respuesta Y1 (Pureza radioquimica) el modelo lineel es:
Y1= 98.80 + 1.24X1 + 0.80X3 - 0.68X1X2 + 0.38X3X2
Si sefija X2 = -1=23°C resulta:
' Y1= 04,00 + 1.92X1 + 0.22X3
Si sefija X2 = +1=28°C resulta:
’ Yi=96.00 + 0.58X1 + 0.00X3

2. Para la veriable de respucsta Y2 (distribucion en sangre) el modelo lineal es:
Y2= 2.00 - 0.53X3 + 0.3X3X1

3. Para Y3 (distribucion en higado) el Modelo lineal es:

Yi= 4.42-0.02X3
4, Para Y4 (distribucion en vesicule) el modelo lineal no es probable.
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8. para Y5 (distribucion en intestino) el modelo lineal no es prabable.

De acuerdo con las ecuaciones encontradas para las tres variables de respuesta

en las cuales se encontré una influencia significativa al variar los factores, se

calcularon los valores para cada una de las 8 experiencias.

En seguida se presentan los valores calculados con los modelos lineales
considerando que X2 no tiene influencia significativa en la respuesta.

6.3.3 Valores Calculados para cada Variable de Respuesta

Tabla XH .
Valores Calculados en la Optimizacién del Proceso
EXP. Y1 Y2 Y3
(PR) | (sangre) | (higado)

1 94.65 2.88 5.24
2 98.49 2.18 5.24 v
3 95.26 2.88 524 | .
4 96.38 2.16 5.24
5 95.11 1.1 3.59
6 98.95 1.83 3.59
7 97.22 1.11 3.59
8 98.34 1.83 3.59

La experiencia éptima encontrada es la nimero 6, ya que presenta alta pureza
radioquimica, baja distribucidn en sangre y baja distribucién en higado después
de 90 minutos. Los pardmetros a de! proceso son velocidad de mezclado de 500
rpm, temperatura de mezclado de 23°C y velocidad de flujo de adicién de! cloruro

de estafio (1) de 0.5 mi/min.
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6.4 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO

Tabla Xill

Evaluacién de condiciones del CLAR con respecto a compouiclbn de Fase

Movil y Velocidad de Flujo
FACTORES | RESPUESTAS
Exp x1 X2 (4 SIGMA K R SELEC. | AREA
B #1 |+ | 2382 [ 556 [ 1588 | 2013 | 2213 | 90.17
2385 | 568 | 1590 | 2045 | 2203 | 90.33
2 | 1 [+ [ 355 501 | 1.3%0 [ 2278 | 1505 | 90.59
3598 | 576 | 1.399 | 2283 | 1501 | 90.62
3 | # | 1] 2695 | 538 | 1797 | 2149 [ 3025 [ 91.35
2695 | 529 | 1797 | 2288 | 2903 | 91.09
4 A [ 4102 [ 374 | 1734 [ 2942 [ 1834 | 91.96
] 4192 | 492 | 1794 | 2602 | 1889 | 93.27

Donde X1= velocidad de flujo (+1= 1-5 miimin.; -1= 1.0 mimin.) y,

donde X2= concentracién de fase mévil melanol: dcido fosférico al 0.2%
(+1=80:20 VV ; -1=75:25 VN). S

Ver en el Anexo 2 los cromatogramas para cada uha de las experiencias.
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Tabla XiV
ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE
LA OPTIMIZACION DE CONDICIONES
PARA EL METODO ANALITICO POR CLAR
RESPUESTA MODELO PROBABILIDAD | PROBABILIDAD R cV
Y DE DEL MODELO
COEFICIENTES
TIEMPODE | Y1=3.2042-0.6650X1- bo= 0.9999 0.9999 |0.99895(1.0039
RETENCION |0.2167X2+0.061X1X2 x1=0.9999
x2= 0.9993
- x1x2= 0.9942 :
SIGMA Y2=528+19.75X1+44.75 | bo=0.9899 0.9214 |0.787178.0280
X2-30.50X1X2 x1=0742 | :
x2= 0.9595
x1x2= 0.8684
. FACTOR Y3= 1.6361+0.0568X1 bo= 0.9999 09999 [0.99112]1.3117
DE CAPACIDAD | -0.1443X2-0.04037X1X2 | x1=0.9983 1
K ' x2= 09999
X1x2=0.9940
RESOLUCION | Y4=2.3250-0.2012X1- | bo=0.9999 | 09881 |0.83033]|6.4827
0.1702X2 x1= 0.9671 o
x2= 0.9759 ,
SELECTIVIDAD] Y5=2.134140.4518X1- | b0=0.9999 | 0.9999  [0.99615]2.2241
0.2786X2 x1209999 |
-0.09937X1X2 x2= 0.9993
X1°X2= 0.9959 : :
AREA Y6= 91.1725-0.7450X2 | bo=0.9999 0.9732° | 0.87797 (05217
' X2:0.9686 2
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8.4.1 Valores Calculados para cada Variable de Respuesta
Tabla XV

Valores Calculados en la optimizacién de
condiciones del Método Analitico
Tret K RESOL. | SELEC. | AREA
2.3835 11,5082 | 1.9536 | 2.2079 |90.4275
3.5915 | 1.4753 | 2.356 1.5030 | 90.4275
26949 1 1.8775] 2294 | 29638 |91.9175
4.1469 | 1.6832 | 2.6964 | 1.8615 |91.9175

=
&@N—bp

De acuerdo a lo anterior la experiencia 6ptima es la nimero 3, ya que presenta la
mas alta selectividad y drea bajo la curva, con una buena resolucion y un tiempo
de retencion intermedio con respecto a las olras experiencias. La concentracién
de la fase mévil es 75:25 VV y velocidad de flujo de 1.5 mi/min.

6.5 VALIDACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO CLAR |

6.5.1 Linearidad del Sistema
Tabla XVi
Resuitados de la Lineasridad del Sistema :
Nivel | CONCENTRACION AREA %RECOBRO
PROMEDIO(pg/ml.) PROMEDIO (Y/X)
{X) {v)
1 40 2260658.1250 56016.453
2 80 4392048.9375 54900.611
k] 100 5473199.1250 54731.991
4 120 6585191.1875 54876.593
5 150 _8273772.5000 55158.483
R = 0.999604
R? = 0.999607
D.E=515175
MEDIA= 55136.826

C.V.= D.E/MEDIA x 100 = 0.934%

Dado que el coeficiente de variacién es menor a 1.5%; R mayor a 0.99 y R2
mayor a 0.98, se cumple con el criterio para considerar al sistema lineal .
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6.5.2 Pracision del Sistema
Tabla Xvil

Resultados de la Precisién del Sistema

Nivel [CONCENTRACION AREA
% (uV*sec)

1 100 5664529
2 100 5660868
3 100 5692691
4 100 5619485 -
5 100 5829411
6 100 5738814
7 100 5726434
8 100 5767285

MEDIA = 5712440 +67153.8

CV.=1.176 %

El sistema es preciso dado que el coeficiente de variacion es menor a 1.5%

6.8.3 Exactitud y Repetibilided

Tabla XVill
Resultados de Exactitud y Repetibilidad del Sistema

Nivel |CONCENTRACION AREA
% (uV*sec)

1 100 5667683 _

2 100 5464640

3 100 5699600

4 100 5439992 |

5 100 5555965

6 100 5634516

7 100 5655223
MEDIA= 5591117 105827

CV.=1893%
Dado que ol coeficiente de variacién es menor al 2% en 7 placebos cargados

independientemente, se cumple con el criterio de exactitud y repetibilidad .
Ver en el Anexo 3 resultados de la validacion del sistema.
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6.6 EVALUACION DE LA PRECISION (REPRODUCIBILIDAD) DEL SISTEMA

CROMATOGRAFICO EN CAPA FINA
_ Tabla XIX
ANALISIS POR SEXTUPLICADO DE UN MiSMO LOTE DE
99mTc.MEBROFENIN POR CCF-SA
~ CCF-8A
(%PR) , - ,
1 97.79 o |
2 97.70 ’
3 XTI ;
4 96.08
5 97.03 f
6 97.54
n=6
MEDIA = 97.5133
D.E. =0.446213

C.V.=4.57 x 103 =045%

- El sistema cumple con el criterio para ser considerado preciso (CV < 2%)
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Tabla XX .
ANALISIS POR SEXTUPLICADO DE UN MISMO LOTE DE
99myc.MEBROFENIN POR CCF-SG
CCF-$G
(%PR)
1 99.25
2 99.18
3 99.25
4 99.20
5 99.24
‘ 6 99.21
n=6
MEDIA = 99.2216
DE =292X 102

‘CV.=0.02%

Ef sistema cumple con el criterio para ser considerado preciao (CV < 2%)
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6.7 ESTUDIO DE ESTABILIDAD
6.7.1 Estabilidad Acelerada
: Tabla XXI
Estabilided acelerada del Liofilizado Mebrofenin-8n*2
TEMPERATURA | TIEMPO | PUREZA RADIOQUIMICA
‘3 (SEMANA) | 99mTcuebrofenin
» 2 %
25 1 96.88, 96.58
25 2 96.67, 96.73
2 3 96.66, 96.97
45 1 96.77,96.75
5 2 96.71,96.45
45 | 3 | 96.63, 96.42
60 1 9607, 96.61
60 2 95.15, 95.88
60 3 95.83, 95.50
84 1 . 92.22,93.61
84 2 éo.sr. 91.19
84 3 89.34, 89.61

Estabilidad inicial promedio de 96.90 %.
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Tabla XX
COMPARACION DE ESTABILIDAD A DIFERENTES TEMPERATURAS
(PROMEDIOS)
SEMANA| PR% PR% | SEMANA | P.R%
X 48°C 60°C X 84°C
1 96.76 96.34 0.14 96.19
2 96.56 95.51 0.28 96.10
3 96.52 95,66 042 95.98
4 96.40 94.88 0.57 95,57
5 96.38 94.44 0.71 93.62
6 94.81 93.46 0.85 93.12
7 94.43 92,98 1.00 92.91
8 94.47 92.80 1.14 92.61
9 93.45 9266 | 1.28 92.41
10 92.80 92.60 1.42 9222 |
11 9265 91.95 1.57 91.92
12 9225 | 9135 1.79 91.62
13 92.13 91.04 1.85 91,22
14 91.97 90.82 200 | 9088
15 91.75 90.24 2.14 90.72_
16 91.65 89.95 2.28 90.13
17 91.26 80.62 242 | 89.34
18 90.58 . 2.57. 89.51 |
19 90.45 . 271 8921 |
20 89.62 . 285 88.51
21 89.75 . 3,00 89.47
. . . 314 | 87.43
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1. Superficie de Respuesta

LA IRADAIBAN 1B MBROFRIN -t

Figura 11,

2. Andlisis de comrelacién y regresion lineal

Variable Dependiente: Pureza radioquimica | k f

FACTORES VALOR ESTIMADO DE PROBABILIDAD DEL
LOS COEFICIENTES COEFICIENTE
" Intercepto o 97.61204 0.9999
X2 -1.85261 | 0.9999
X2 0.09005 09999
X1°X1 000052 0.9999
X2°X1°X1 -0.00101 0.9999

La ecuacion para el modelo supuesto es:
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P.R.%= 97.61204-1.85261X2+0.09005X1X2-0.00052X12 -0.00101X12X2
Donde: X1= Temperatura;
X2= Tiempo (semanas)
Entonces |a vida de anaquel (tgg) a 25°C sera:
1.85261X2-0.09005X1X2+0.00101X12X2 = 97.61204-90.00-0.00052X12
' X2 =7.28/0.23
X2 = 31.65 Semanas ~ 8 Meses

Ver en el Anexo 4 el andlisis del paquete estadistico " The SAS System”

6.8 VALIDACION DEL PROCESO

6.8.1 Reproducibilidad del Proceso evaluando la Pureza Radioquimica

Tabla XXM

Resuitados de la Purezs Mggimic:a
oBs LOTE PUREZA
L-01P85 98.16
L-01P95 97.98
L-01P95 98.50
L-02P95 - 97.72
L-02P95 98.88
L-02P95 98.20
L-03P95 98.10
L-03P95 98.15
L-03P95 -97.90

@D NP WiN]—-

1. Andlisis de varianza
Variable Dependiente: Pureza radioquimica

Ho: al menos un par de Medias son iguales
Ha: al' menos un par de medias son diferentes

88



DESARROLLO DEL Nl‘lCLI!O-BW:PO DB MEBROFENIN-Sn PARA HI. MARCADO INSTANTANEO CON Te.99m TRINIDAD SALAZAR MURO

Pr>F R2 cv Pureza promedio
07731 0.082187 0.384263 98.1767

Las Medias con la misma letra no son significativaments diferentes.
Diferencia minima significativa 0.9451.

CRUPO TUKEY MEDIA

N LOTE
A 98.2667 3 2
A .
A 98.2133 3 1
A
A 96.0500 3 3
A

Debido a que PrF> 0.05, se acepta la hipdtesis Ho; de acuerdo con los grupos de
Tukey todas las medias son iguales. E! proceso es repetible evaluando la pureza
radioquimica de tres lotes elaborados en tres dias diferentes.

6.8.1 Reproducibilidad del Proceso evaluando el Contenido de Estafio +2

_ Tabla XXivV
Resuitados del Contenido de Estalio +2

ons LOTE contenido
_de $n*2

1 - L-01P85 0.18
2 L-01P95 0.18
3 L-01P95 0.16
-4 L-02P95 0.18
5 - L-02P95 0.18
6 L-02P95 0.20
7 L-03P95 0.16
8 L-03P95 0.18
9 } L-03P95 0.18
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1. Andlisis de varianza

Variable Dependiente: Contenido de Sn*2
Ho: al menos un par de Medias son iguales
Ha: al menos un par de medias son diferentes
Pr>F R2 cv Estafio promedio
0.3318 0.307692 6.495191 0.17778

Las Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Diferencia minima significativa 0.0289.

GRUPO TUKEY MEDIA N LOTE
A ‘ 0.186667 3 2
A :
A 0.173333 3 M
A
A 0.173333 3 3
A :

Debido a que PrF> 0.05, se acepta la hipitesis Ho; de acuerdo con los grupos de
Tukey todas las medias son iguales. El proceso es repetible evaluando la
concentracién de Sn*2 de tres lotes elaborados en tres dias diferentes. '
Ver en el Anexo 4 el andlisis del paquete estadistico " The SAS System". En el
Anexo 5 se presentan los certificados de calidad de los tres lotes finales de la
validacion. '
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

La ruta de sintesis realizada para la obtencién de Mebrofenin (BromotrimétillDA)
reportada en la literatura (ref.8), produjo un polvo blanco, cristalino, ligero,
insoluble en &cido a pH 2 y soluble a pH > 9; presenta un punto de fusién de
197-200°C. El rendimiento de la reaccién fue del 78%, al recristalizarlo en
etanol:agua se pierde un 20% del producto sin embargo es conveniente puesto
que el punto de fusién se ve aumentado siendo de 200-202°C. El producto
obtenido fue ampliamente identificado con el espectro de Infrarrojo que presentd
las bandas caracteristicas. Se identifico la formacion del compuesto ya que el
intermediario anterior del Mebrofenin es el Cloro-3-Bromo-2,4,6-trimetilacetanilida
presentado en el primer espectro de infrarrojo, este no presenta la banda de
COOH alrededor de 1700 cm-1; después de la reaccion final aparecén las bandas
de COOH en 1700, 1710 cm1, corroborando la reaccién nucleofilica del
iminodiacetato de sodio al carbono de la amina secundaria. |

En cuanto a los tres lotes realizados en tres dias diferentes de Mebrofenin, con el
fin de observar la reproducibilidad del método de sintesis se determinaron los
puntos de fusién encontrdndose que éstos son muy similares entre los 3 lotes,
presentaron un coeficiente de variacion de 0.249% Io que indica reproducibilidad
en los'puntos de fusién. Se realiz6 el espectro de Infrarrbjo para cada lote; el
Mebrofenin  esténdar presenta las bandas siguientes: 3270 cm-1(NH);
1710,4700cm-1 (COOH); 1660 cm-1(NHC=0);, 1540 cm-1(Amida 1i). Los tres
espectros presentados para los lotes 0195.0295 y 0395; 'presentan ligeras
variaciones de 2 a 3 cm-! principalmente en |a banda de COOH, sin embargo
esta leve diferencia no es significativa ya que los tres espectros presentan bandas
que caen dentro del rango de absorbancia de COOH. Con esto podemos afirmar
que se trata del mismo producto sintetizado y por tanto la sintesis es reproducible
bajo tas mismas condiciones reportadas en el prasente trabajo.
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La figura 10 muestra en la gréfica A, las variaciones de masa probadas para la
seleccién de la formulacidn del niclec-equipo de Mebrofenin-Sn*2. Se confirmé
que la relacién de 10 mg de Mebrofenin (ligante) y 0.2 mg de SnCl; es la
adecuada puesto que presenta la mas alta pureza radioquimica. La gréfica B,
muestra que en este punto de 0.2 mg de SnCl, se presenta el mds bajo
porcentaje de pertecneciato fibre, lo que implica una excelente reduccion por
parte del estaflo. Esta masa de estafio que forma parte de ta formulacién no tiene
ningun efecto téxico en el organismo humano, pues la toxicidad del estafio se
reporta en concentraciones por arriba de 250 mg/ Kg de peso del individuo
(ref.36). '

La optimizacién de condiciones de produccién del Mebrofenin-Sn*2 se lievé a
cabo determinando con precisidn la velocidad de mezclado, la temperatura de
mezclado y la velocidad de adicidn del reactivo SnCl,. Se evaluaron a dos niveles
de acuerdo con fos resultados generados por el andlisis de regresién fineal
aplicado: el 99.6% de la variacidn observada en la pureza radioquimica (Y1) se
explica por la variacidn inducida en X1, X2 y X3 (la velocidad de mezclado, la
temperatura de mezclado y la velocidad de adicion del reactivo SnCi;
respectivamente). Asi mismo el 81.10% y el 63.59% de la variacion observada en
fa distribucién en sangre (Y2) y en fa distribucién en higado (Y3) respectivamente
se explica por (a variacién inducida en X1 y X3 principalmente. Los resultados
muestran sin embargo, que X2 en cualquiera de fos dos niveles {temperatura de
23° 0 28°C) no causa influencia significativa en el procéso por si misma sino sélo
en combinacion con {os oftros dos factores.

La distribuclén en vesicula y en intestino sugiere que estas variables de respuesta
no se ven afectadas o no varian con respecto a X1, X2 0 X3, puesto que la
probabilidad de que fueran afectadas es de 0.3553 y de 0.2623 respectivamente,
por lo que no se consideraron para determinar las variables 6ptimas.

De acuerdo con fos valores calculados por las ecuaciones propuestas, la
experiencia encontrada como 6plima es la numero 6; esto se concluye ya que
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presenta alta pureza radioquimica, baja distribucién en sangre y baja distribucién
en higado después de 90 minutos lo que implica buena eliminacién por los
hepatocitos, cumpliendo con las especificaciones para un reactivo ‘de diagnéstico
hepatobiliar. Asi el proceso de produccién finalmente es realizado con una
velocidad de mezclado de 500 rpm, a 23°C, y adicionando el cloruro de estado (ll)
a una velocidad de 0.5 ml/min.

El complejo de 99MTc-Mebrofenin posee excelentes caracteristicas radioquimicas
para ser usado en el diagndstico hepatobiliar, la calidad de las imagenes
gamagraficas fue evaluada en el Instituto Nacional de Pediatria, en el
Departamento de Medicina Nuclear, Un ejemplo de este estudio es la gamagrafia
presentada en la monografia de 99MTc-Mebrofenin.

Dentro del desarrollo del método analitico de cuantificacién de Mebrofenin, se
escogid por la solubilidad de éste el metanol como disolvente. Una vez disuelto el
Mebrofenin se realizé un barrido en un espectrofotérhelro de U.V; se encontr6 que
ol pico de mdxima absorbancia se presentaba a 215 nm (anexo 2). Con esto se
encontrd la longitud de onda adecuada para detectar el compuesto por CLAR,
Para este tipo de cromatografia se opté por la fase reversa adicionando écido
fosférico al 0.2% VIV para evitar la presencia de “cola” en el cromatograma. Para
encontrar la concentracién adecuada de la fase mévil (basada en el coeficiente de
particién del mebrofenin entre la columna C-18 y la proporcion de la mezcla
metanol:agua), asi como la velocidad de flujo a la cual debian correrse los
cromatogramas para un andlisis de materia prima, se desarrollé un disefio
factorial 2x2x6 donde las variables ' de respuesta fueron los parémetros i
cromatogréficos: Tiempo de retencién, Sigma o platos tedricos, Factor de
capacidad (K), la Resolucién, selectividad y el 4rea bajo la curva.

De acuerdo con los resultados del andlisis de regresién para este disefio. el
99.8% de la variacion observada en el tiempb de retencidn y en el factor de
capacidad, es debido a la variacion inducida por la concentracion de |a fase movil
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(X2) y la velocidad de flujo (X1). Asi mismo el 99.6% y el 83.03% de la variacién
presentada en |a selectividad y en la resolucion respectivamente es debido a la
variacion inducida por estas dos variables X1 y X2; Mientras que el 87.7% de la
variacién inducida en el drea bajo la curva es debido unicamente a la
concentracion de la fase mévil. Respecto a la variable de respuesta Sigma, la
probabilidad de que presente variacion o correlacion con respecto a las variables
independientes es baja de 0.9214, lo que nos llevé a no considerarla al definir los

valores Optimos de las variables, puesto que Sigma o los platos tedricos sélo '

depende del tipo de columna.

De acuerdo con los valores calculados por las ecuaciones para las variables, la
experiencia 6ptima es la nimero 3 pues presenta la més alla selectividad al igual
que el drea bajo la curva, tiene buena resolucién ( >2) , el factor de capacidad (K)
. @8 mayor con respecto a las olras tres experiencias y un tiempo de retencién de
2.69 min. permitiendo dar una corrida al cromatograma de sélo 5 minutos
ahorrando tiempo y reactivos en el andlisis. Aunque la experiencia 4 tiene una
resolucién mayor no posee alta selectividad y el tiempo de retencion es mayor lo
que aumenta el tismpo de andlisis. Las condiciones optimas para realizar la
validacién del sistema cromatografico por CLAR fueron el empleo de la fase mévil
de concentracion 75:25 VIV de metanol:dcido fosférico al 0.2%, velocidad de flujo
de 1.5 mi/min, corrida del cromatograma de 5 minutos a una longitud de onda de
215nm.

En la validacién del sistema cromatogréfico de liquidos de alta resolucion para la
cuantificacién de Mebrofenin, se observa en la tabla XVI la evaluacién de.la
linearidad, el coeficiente de correlacién de 0.9998 indica que todos los puntos
caen dentro de una linea recta. El coeficiente de variacién de 0.934% indica que
ol sistema es lineal dado que el criterio para considerar un sistema cromatografico
lineal es C.V. < 1.5%, esto entonces indica que los resultados analiticos son
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proporcionales a la concentracion de Mebrofenin dentro de un intervalo
determinado.

En la evaluacion de la precision del sistema el andlisis de los resultados se
muestra en la tabla XVII, el coeficiente de variacion de 1.17% -menor al criterio
C.V. < 1.5% determina que el sistema es preciso.

En la evaluacion de exactitud y repetibilidad del sistema se muestra que el
coeficiente de variacion obtenido de los datos de |a tabla XVill es de 1.89%, dado
que el criterio para considerar exactitud y repetibilidad es C.V. < 2%, en 7
placebaos cargados independientemente entonces, se cumple con el criterio.

El sistema por io tanto ha sido validado siendo 6ptimo para evaluar el contenido
de Mebrofenin para un control de calidad de materia prima. Para utilizar este
procedimiento  analitico como analisis de .contenido de principio activo para
producto terminado queda a Control de Calidad la responsabilidad de validar el
método @ incluirlo como un andlisis rutinario para productos liofilizados.

La pureza radioquimica, como se observé a lo largo de todo el trabajo
experimental, es una prueba radioquimica fundamental para la evaluacién de
radioférmacos. Se utiizé tanto para Ia eleccidn de la formulacion, dentro de la-
optimizacién del proceso de produccién del nclec-equipo, los estudios de
estabilidad, la validacién del proceso y obviamente para cualquier control de
calidad del producto final. Por su importancia se evalud la precision
(reproducibilidad) del sistema cromalogrdfico con el que se evalia la Pureza
radioquimica. Para el andlisis por sextuplicado de un mismo lote de
Mebrofenin-Sn°2 el coeficiente de variacién para el sistema CCF-SA fue de
0.45%. La tabla XX muestra los datos del andlisis del sistema CCF-SG con un
coeficiente de variacion de 0.02%. Dado que el sistema se considera preciso si
C.V. < 2% , ambos sistemas lo son lo que implica confiabilidad en los resultados.
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El estudio de establlidad acelerada permitié encontrar un modelo lineal con una
probabilidad de 0.9999 con el cual se estimé la fecha de caducidad (i) l6gica. El
estudio a las diferentes temperaturas se siguié hasta que el producto liofilizado
(Mebrofenin-Sn*2) decayd en un 89% de su pureza radioquimica. Debido a que |a
temperatura mas alta de 84°C + 2°C llegd a este valor en 3 semanas, los datos
empleados para predecir el modelo lineal se analizaron hasta las 3 semanas
también para las otras 3 temperaturas como muestra la tabla XXI. Asi la ecuacién
para predecir la Pureza Radioquimica es:

P.R% = 97.61204-1.8521X2+0.090005X1X2-0.00052X1?-0.0010X1?X2

El modelo explica el 97.82% (R2= 0.9782) de la variacion de la pureza
radioquimica y por lo tanto su valor de prediccién es inferior a 10%, dicho modelo
muestra un coeficiente de variacion de 0.429279%, donde X1 es temperatura y X2
el tiempo expresado en semanas. Asi |a vida media de anaquel o tg calculada a
25°C es de 31.68 semanas esto es 8 meses a temperatura ambiente.

El nucleo-equipo liofilizado Mebrofenin-Sn*2 posee una estabilidad adecuada,
pues cabe mencionar que a una temperatura de 45°C tarda 21 semanas en bajar
a alrededor de un 89%, su pureza radioquimica; a 60°C 17 semanas y a 84°C 3
semanas como muestra la tabla XXII. Por olra parte un lote de prueba elaborado
sin la optimizacion de condiciones de proceso, ha sido evaluado mensualmente
durante'12 meses enconiréndose que a unatemperatura de 4°C su pureza a
disminuido sdlo 1%. Evaluar la pureza radioquimica en un estudio de estabilidad
de un nucleo-equipo es lo méds conveniente pueslo que en esta delerminacion se
. evalua la formulacién en su tolalidad (Mebrofenin-Sn*2), asi como su capacidad
para reducir al pertecneciato de sodio y la formacion del complejo.

Dentro del Departamento del Reactor y Materiales radiactivos del Instituto

Nacional de Investigaciones Nucleares, se generd la documentacion necesaria
para el protocolo de validacion del proceso de produccion del nucleo-equipo de
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Mebrofenin-Sn*2 empleado para el diagndstico hepatobiliar. Dentro de la
validacidn del proceso se incluyd la optimizacion del proceso ya mencionado
anteriormente. Bajo las condiciones dptimas de produccion se elaboraron 3 lotes
de Mebrofenin-Sn*2 en 3 dias diferentes y se generd el certificado de calidad para
cada uno (ver Anexo 5). Los datos individuales que correspondieron a la
evaluacion de la Pureza Radioquimica para cada lote se presentan en la tabla
XXilt, mediante un andlisis de varianza se prob¢ la hipétesis Ho: al menos un par
de medias son iguales. Esta hipdtesis se aceplo puesto que PrF= 0.7731> 0.05.
Esto indico que todas las medias son iguales, asi mismo la prueba de Tukey lo
confirma ya que no hay diferencia significativa entre las medias de los tres lotes,
por lo que se concluye que el proceso es reproducible de acuerdo con el andlisis

del factor Pureza radioquimica. ‘
Un andlisis no rutinario que se aplic a estos tres lotes de Mebrofenin-Sn2 fue el
contenido de Sn*? determinado por ol Departamento de Andlisis Quimicos del
ININ, (determinacion electroquimica). Con estos resuitados de contenido de
estafio () presentados en (a tabla XXIV, se realizd un andlisis de varianza,
acoptando ia hipdtesis Ho: al menos un par de medias son iguales, puesto que
~ PrF=0. 3318 > 0.05 Asi entonces podemas decir que no hay diferencia entre las
madias, |a prueba de Tukey comprueba que no hay diferencia y los tres fotes son

iguales por lo tanto el proceso es reproducible de acuerdo con la prueba de
contenido de estafio. -
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IIl. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Se sintetiz6 Mebrofenin (BromotrimetillDA) de acuerdo con la referencia 8
encontrandose que la sintesis es reproducible, obteniendose en la reaccién
final un producto con excelentes caracteristicas de pureza, identificado por su
espectro de Infrarrojo y punto de fusién de 200-202°C.

2. La formulacién determinada como éptima para la produccion del niclec-equipo

de Mebrofenin-Sn*2 que proporciona las mejores caracteristicas radioquimicas
es la siguiente:

Mebrofenin.................oeuvenvivenninones 10.0mg
Cloruro de estailo (i) anhidro....... 02mg
Excipient® C.D.P.........ccvreervereenrrenne 122mg

3. Para lievar a cabo la produccion del niicleo-equipo las condiciones dptimas
encontradas para la produccién son el mantenimiento de una velocidad de

‘mezclado de 500 rpm, a 23°C, y adicionar el cloruro de estadio (Il), concentracion
de 5 mg/mi, a una velocidad de 0.5 mi/min,

4. Las condiciones optimas para realizar ol andlisis cromatogréfico (CLAR), asi
como la validacién del sistema cromatogréfico para la materia prima Mebrofenin
son: utilizar como fase movil metanol.dcido fosférico al 0.2% en una relacion de
75:25 VIV, con una velocidad de fiyjo de |a fase mévil de 1.5 mi/min, corrida del
cromatograma de 5 minutos 8 una longitud de onda de 215nm. Bajo estas
condiciones el mebrofenin tiene un tiempo de retencion de 2.695 a 2.7 minutos.
Se determind ademds que este sistema cromatogréfico de llquidbs de alta
resolucion es lineal, preciso, exacto y repetitivo bajo las mismas condiciones.

8, El sistema de cromatografia de capa fina para evaluar la Pureza Radioquimica
en los dos sistemas, soporte de silica gel y de acido silicico reveld ser preciso y
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reproducible ya que el coeficiente de variacion para el sistema CCF-SA fue de
0.45%,; y para el sistema CCF-SG el coeficiente de variacion es 0.02%. Dado que
el sistema se considera preciso si C.V. < 2% , ambos sistemas lo son lo que
imptica confiabilidad en los resultados.

§. El estudio de estabilidad acelerada permiti6 encontrar un modelo lineal que
tiene una probabilidad de 99.9% y explica el 97.87% de la variacion de la pweza
radioquimica; y permite predecir la respuesta con un error inferior al 10%
determinando una fecha de caducidad (te) l6gica. La fecha de caducidad
determinada para un nicleo-equipo liofilizado de Mebrofenin-Sn*2 es de 8 meses
a temperatura ambiente ( 23°C + 2°) y de hasta 1aflo si se conserva en
refrigeracion (4°C).

1. Dentro del Departamento del Reactor y Materiales radiactivos del Instituto

Nacional de Investigaciones Nucleares, se gener6 la documentacion necesaria

para el prolocolo de validacion del proceso de produccion del nicleo-equipo de

Mebrofenin-Sn*2 empleado para el diagnostico hepatobiliar. - Analizando los
resultados correspondientes a la pureza radioquimica y al contenido de estafio de-
tres lotes del producto elaborados en dias diferentes se encontré mediante un

andlisis de varianza que no existia diferencia significativa entre las medias de k
estos lotes, por lo que se conciuye que el proceso de produccion optimizado

produce de manera consistente un producio con las caracteristicas de calidad

deseadas. '
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1. GLOSARIO

Actividad:

Becquerel:

Cromatografia:

Curle:

Distribucion
Bioldgica:

Exciplente :

Es el nimero de desintegraciones por unidad de tiempo,
sus unidades son el Bequerel 0 el Curie. También puede
ser expresada en Cuentas por minuto (cpm).

Unidad de actividad que equivale a una desintegracion
nuclear por segundo ( 1 Ci =3.7 x 10 10 Bq).

Técnica analitica de separacién por medio de la cual, los
diferentes componentes de una mezcla son separados
mediante un - mecanismo dindmico diferencial de
migracion. Es un sistema que consiste en dos 0 mas
fases, una de las cuales se mueve continuamente en una
direccién dada y en la cual las sustancias individuales
exhiben diferentes movilidades por razén de diferencias
de adsorcidn, particién, solubilidad o carga i6nica.
Unidad especial de actividad que equivale a 3.7 x 1010
desihtegraciones nucleares por segundo.

Estudios que se realizan en animales de laboratorio,

generalmente ratas o ratones, con el objeto de conocer
el porcentaje de actividad inyectada de un determinado
radiofdirmaco en los diferentes organos a tiempos
prefijados. -
Sustancia o mezcla de sustancias, tales como
acarreadores, bases . preservativas, estabilizantes o
vehiculos que pueden ser adicionados a los farmacos
para aumentar su estabilidad o facilitar su preparacion,
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Nucleo-equipo:

Pirégenos:

. Prusba
de toxicidad:

Pureza
Radioquimica:

Radioférmaco ;

Radionclido :

Rf:

Nombre empleado para designar un vial o conjunto de
viales de reaccién estériles que contienen reactivos
quimicos no radiactivos requeridos para producir un
radiofarmaco.

Sustancias que al ser inyectadas en un animal
homotermo, provocan elevacion de su temperatura basal.
Ensayo que tiene por objeto excluir la posibilidad de que
el radiofdrmaco en estudio, resulte téxico al paciente
debido a una concentracidn mayor de un componente
que la debida o a una eventual contaminacién guimica
con alguna sustancia nociva.

Porcentaje de la actividad del radionuclido en la forma
quimica establecida (complejo), en relacidén a la actividad
total de dicho radionuclido. Se abrevia como P.R.%.

Son aquellos verdaderos lrazadores radiactivos que son
administrados con el fin de visualizar la anatomia de un
érgano o sistema para diagnostico, o

Son radioisdtopos o isOtopos inestables - como
consecuencia de la deficiencia o exceso de neutrones y
tiende a recuperar su estabilidad emitiendo dlg‘una de las
radiaciones : aifa, beta 0 gamma.

Notacién utilizada en cromatografia que representa la
relacién que existe entre la distancia alcanzada por el
centro de la mancha cofrespondiente a la sustancia en
cuestion, considerada desde su punto de aplicacion y la
distancia alcanzada por la fase mévil.
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2. CROMATOGRAMAS DEL DESARROLLO DEL SISTEMA
~ ANALITICO POR CLAR

110



4.085 min

" 722000 230.00 240,00 250.00 260,00 270,00
’ nm

—— 4,085 minutes, 210- 350 @ 4.8 o, from SampleName MEBROFENIN, Vial 8, Iny. 1
© Longitud de Max, Absorbencia 218 nm.

:Eage: 1 of 2

280.00 290.00 300,00 310.00 320.00 330.00 340,00 |



Millennium Acquisition Report Printed: August 18, 1995 Page: lof 1
Report Method: MEBROFENIN Versions 2.00
Sample: MEBROFENIN Processed: 08/18/95 01:39 EM
vial: 5 . Inj: 1 Channel: 996
COLUMNA u~BONDAPAK 3.9 X 300 mm C-18
METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 76:28; FLUJO 1.0 mL/min,
0.22 -
0.20}
0.10-]
0.16-]
0.14-]
0,12
CI
0-10—_
0,00
0.06-]
-
0,04~
0.03]
.
0,00
B 1 4 L T 1 1 T T
T ado
Mistes
TABLA DE RESULTADOS
T. Retencién 1 Azea . . y :
#| - Wombre (min) S Ares | veaec) S Sigma | Resolucién | Selectividad | K- Prims
1| Peaki 2.92% 2.5% 134011 1949 0.950
2| Peak2 4.192 93,27 | 40876166 492 2.602 1.989 1,794
3| Peakl $.608 4,17 217094 1557 2,47% 1.526 2,739



Millennium Acquisition Report Printed: August 18, 1995 Page: 1l of 1
Report Method: MEBROFENIN Version: 2,00
Sample: MEBROFENIN Processed: 08/18/95 01:40 PM
vial: 6 Inj: 1 Channel: 996
COLUMNA n-BONDAPAK 3,9 X 300 mm C-18
2. METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 76:26; FLUJO 1.0 mimin,

0.20-]
0.10]

0.16-

0.14-]

10.12-]

0.10—]

0.00-
o.oc—f
'o.oc-f v
o.oz—é

- 5.435 Peak3

2

S

' T

5.00
Mimstes

TABLA DE RESULTADOS

" Mombze |

T. Retencién
(min)

S Area

Area
{uv*sec)

S Sigma

Resolucién

Selectividad

K Prima

Peakl

2.918

129567

1071

0,946

Peak)

3.438

3.70

331026

2.022

1.512

2.62)

Wil -

4.102

91.96

3266939

N

2.942

1.034

1,734




Millennjum Acquisition Repoxt
Report Method: MEBROFENIN

Sample:
Vial:

MEBROFENIN
8

Inj:

1

Printed: August 18, 1995
Version:

2,00

Page:

Processed: 08/18/95 01:40 PM
Channel: 996

lof 1

COLUMNA 1i-BONDABAK 3.9 X 300 mm C-18
1. METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 78:26; FLUJO 1.6 mi/min,

0.26—

.
:

0,303
=)

0.20-

pt

0.24-]
E

0.32—]
3
0.20—

]
0-1.—;

0.16-]

q
0.14-]
0,12
0.20-]

-4

4
e

3
0,06~

.
3
0.04—

0.02-3

%s.({o'

Wmites

" TABLA DE RESULTADOS

Nombre

7. Retencién
(min)

§ Area

Azea
(uVtaec)

S Sigma

Resolucién

Selectividad

K Prima

1.912

2,93

111591

0,274

91.09

4010681

2.208

2.903

1.9

Peakl

2.92%

3,595

6.38

200981

2,345

1,753

1.397

Poak2

4.192

LU IR 2L L S

Peakd

5,608




Millennium Acquisition Report Printed: August 19, 1995 Page: 1 of 1

Report Method: MEBROFENIN Version; 2,00
Sample: MEBROFENIN Processed: 00/18/95 01:41 PM
vial: 9 Inj: 1 Channel: 996

COLUMNA 1~BONDARAK 3.9 X 300 mm C-18
2. METANOL:AC FOSFORICO 0.2% 78:268; FLUJO 1.8 mmin,

o R

5.00
Minutes
TABLA DE RESULTADOS
Nombre ¥ l(o:‘onn)ctén § Area: (u:f::c) S Sigma | Resolucién | Selectividad ;| K Prima
1.095 . 2,24 98824 0,263
. ~2.69% 91.33 | 4021709 33 2.149 3.02% 1.9
Peakl 2.92% '
3.628 6.40 | 201046 | - 2,413 1,701 1.419
Peak2 - 4.192 :

OlIAI|SIWIN]] -

Peak) 3.600




11lennium Acquisition Report Printed: August 18, 1995 Page: 1l of 1
eport Method: MEBROFENIN Version: 2.00
ample: MEBROFENIN Processed: 08/16/95 01:42 PM
ial: 10 Inj: 1 Channel: 996
COLUMNA n-BONDAPAK 3.9 X 300 mm C-18
1, METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% §0:20; FLUJO 1.0 mL/min,
0.38-]
0.30-]
0,25
I 1 T T
TABLA DE RESULTADOS
T. Retencién Area
; Nombre (min) % Area (uVesec) 5 Sigma | Resolucidn | Selectivided | K Prima
' peakl 2.099 1,65 105999 0.932
i . 3,598 90,62 | 3804634 376 2.203 1,501 1.399
Peak2 4.332 7.73 495143 1.409 1,349 1.008
Peakl 5,600




Millennium Acquisition Report Printed: August 18, 1995 Page: 1l of 1
Report Method: MEBROFENIN Version: 2.00
Sample: MEBROFENIN Processed: 08/18/95 01:42 BM
vial: 11 Inj: 1 Channel: 996
COLUMNA y~BONDAPAK 3,9 X 300 ma C-18
2, METANOL:AC. FOSFORICO 0.2% 80:20; FLUJO 1.0 mL/min,
N 1
0.35] 1
R L
]
0.30-]
]
1
0.25-
—1
~
.
0.20-}
2 ]
4
0,15~
0.10—
0,05
0.00—
1 ¥ 1) T I ¥ T T T
8,00
Minutes
TABLA DE RESULTADOS
| T. Retencién Ares y
[ uogbx- : (ain) N Area “(uV*sec) 3 Sigma | Resolucidn | Selectividad | K Prima
1] Peakl 2,908 1,79 116022 0.92)
2 3,588 90.59 | 6138790 591 2,278 1.508 1,390
3| Peak2 ) 4,318 7.65{ . 518670 1,437 1,382 1,079
4| Peak) 5,600




tllennium Acquiaition Report Printed: August 18, 1995 Page: 1 of 1
:port Method: MEBROFENIN Version: 2,00
\mple: MEBROFENIN Processed: 08/18/95 01:43 PM
tals 12 Inj: 1 Channel: 996
COLUMNA W-BONDAPAK 3.9 X 300 mm C-18
1. METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 80:20; FLUJO 1.8 mL/min,
0.35-] *
0.30-]
0.25—
0.20-]
0,15
0.10-]
X
0,08~
0.00]
L T I | L ] 1 L
5.00 :
Minutas
TABLA DE RESULTADOS
T. Retencién | - Area .
Nombre - mdn) SAxes | vrgec) | 5 Sigma | Resolucién Selectividad | K Prima
1.902 1.78 76057 . 0.268
2,308 90,33 | 4061346 360 2.043 2.203 1.5%0
feakl 2,003 7.92 356046 1.425 1.56% 0.923
Peak2 4.192 '
Peakl 3. 600




Millennium Acquisition Report Printed: August 18, 1995 Page: lof 1
Report Method: MEBROFENIN Version:  2.00
Sample: MEBROFENIN Processed: 0B/18/95 01:43 PM
vial: 13 Inj: 1 Channel: 996 :
COLUMNA 11~BONDAPAK 3.9 X 300 c-18
2. METANOL:AC.FOSFORICO 0.2% 80:20; FLUJO 1.6 mi/min,
0,35 *
0.30-]
0.25-]
0,20
I
0,15
10,10
R
B
-
0,05
0,00 ]
¥ T T T
TABLA DE RESULTADOS
: T. Reteiicién Axea ;
[] Nombre (mdn) ¢ Area (uvrsec) 5 Sigma Rouoluc}én Selectividad | X Prima
i 1.090 1.7 73556 0.266
2 2,302 90.17 | 876958 556 2.013 2.21) 1.508
3] reaki 2,082 9.12 348946 1,365 1,567 0.921
4] Peak2 4.192 N
S| Peakd 5,608




3. RESULTADOS DETALLADOS DE LA VALIDACION DEL
| |  SISTEMA o

120



Llennium Results Summary Report Printed: March 30, 1995 Page: 3 of
sort Method: cartasmebro Veraion: 2,00
2ject Name: DESARROLLO Username: demo

(-2
-
o
EENE IR RN ISR RN N NN B EN)

bromotrimat-1  vial: 6 Injectien: 1
bromotzimat-1 Vial: 5 = Injeotion: 1
bromotzimet-1 Vial: 6 Injection: 1
bromotzimet-1 - Vial: 7. Injection: 1
bromotzimet-1 Vial: 1 Injection: . 1
bromotrimet-1 - vial: 4 Injection: 1
- 2 bromotzimst-1 vial: J Imjection: 1
mvemiees (0, 80AU)  Sompledame; bromotzimet-l Vial: 2 Injeotion: 1
Peak Results
. . | Ret Time Ares Height §
[} Name (min) | (uvesec) ) Amount Int Type
1| mebrofenin 2,707 5660068 $12240 1]
2| mebrofenin 2.707 5692691 512939 . (1)
3| mebzofenin 2,707 . 5767205 525490 BB
4| mebrofenin - 2,700 $829411 341936 1]
3| mebzofenin 2.12 5619483 4997712 1]
6| mebrofenin 2,113 $726434 520503 s
7] mebrofenin 2.1 $664529 491477 1]
8| mebzofenin 2.1 $738014 520625 | - 1]
VALIOACION DEL SISTEMA (HPLC)

MEBROFENIN




8. 0008406~ LINEARIDAD DEL SISTEMA
(WPLC) A

6.000e+06- /
/

4.000e+06- /
2.000e+06- /@/

0,000¢+00-1"

0,00  20.00 ~ 40.00  60.00  80.00  100.00 = 120.00  140.00

Amount

)A Method mebrofenin  Component mebrofenin at 2.800 min

. Point Table
':Zﬂ Lavel [—" 1) Rsapense Manual | Ignoze?
T (O~ ) TN ) %
T3 WRRR O T | %
7T 0.000000]  sinNi.oe] W .
13 ) BT L D I )
™13 BARR oRm. R e =
713 X ) iit.e0] e e
1% L) LU I
TTR 0. 500080 | WA TR we ™
NE) WaRRT WA R w T =
3 “TRRRRT T WRWMIRT e
Iw F1 ) et 1 - ) BN L
Fo s U7 T R N R
20 CIRRRRT T aRTR R e ]
e TR RN TR R |
0 R amn.ie] W o
Wl T T O R
TS 190, 000000 “9INN.00]  Wo o
R0 190, 000000 9301000.50 | Wo Wo
(A I 180, 000000 9760030.50 | Wo Wo
7815 180, 000000 T 8338011.00 |  ¥o Wo




Calibration Table

' P l:;:;roanqsee o 1": " f:n Repetitions
1 40.000000 2280658, 125000 69047. 620311 4
2 80,000000 4392048. 937500 31587.234940 4
3 100,000000 5473199, 125000 50707.986143 4
4 120,000000 6585191, 187500 34562.266697 4
5 150,000000 8273772, 500000 28633,497189 4
Component mebrofenin at 2.800 min
PDA Method mebrofenin
System 996
Channel 218
Y=8Se+04X
R= 0.999804
R’ 2 = 0.999607
Standar Ervor = 6.588153¢ + 04 — :
Ne. CONGENTRACION ARBA % RECOBRO
: PROMEDIO(vg/mL) (X) | pROMEDIO(Y) )
1 40 : 2280658.1250 56016.453
2 80 4392048.9375 54900.611
3 100 5473199.1250 54731.891
4 120 - | 6585191.1675 54876.593
5 150 8273772.5000 55158.483
D.E. = §15.178
MEDIA = §5134.02¢

CV.=DE/MEDIAX 10020834 %
Dade que el C.V. es mener a 1.5 %, rmayor a 0.99 y r®

mayer a 0.98, se cumple el eriterie para comsiderar al
sistema lineal.

Page: 1 of 1



Llennium Results Summary Report Printed: March 30, 1995
vort Method: cartasmebxo Version: 2.00
oject Name: DESARROLLO Username; demo

Page: 1 of 4

BDETERMINACION BE LA PRECISION DEL SISTEMA (WPLL)

TABLA DE RESULTADOS

NOMBRE NOMBRE MUESTRA | & Area|  BESS “"(':in')“" vial
mebrofenin . bromotxime 100,00 5664529 2.1 1
mebrofenin bromotrime 100,00 3660868 2.707 4
mebrofenin - bromotrime 100.00 5692651 2.707 3
mebrofenin bromotrime 100.00 5619485 2.7112 2
mebrofenin bromotrime 100.00 5829411 2.708 [}
mebrofenin bromotxime 100.00 5730814 2.7\ 7
mebrofenin bromotrine 100.00 5726434 2.713 6
mebrofenin bromotrime 100.00 8767288 2,707 )

Control Chart for: mebrofenin, Channel: 996

6.590e+06]

Area

5.590e+06]
. CL

4.590e+06-]

1234567108
Run Number

Control Char for: mebrofanin, Channel: 996

121,00
R
s et
:101.00 *-—0—o +—o—o—o{Parget
* o
: 'ﬂb
81,00~ ’

T7 3 ¢35 670
Run Number




Millennium Results Swmmary Report Printed:

Report Method: cartasmebro
Project Name: DESARROLLO

Version:
Username:

March 30, 1995

2,00
demo

Page: 2 of 4

RSD Bar Plot for: mebrofenin, Channel: 996

Area § Area
Component Summary for Area

R mebrofenin
¢ SampleNane Vial | Inj | Channel (uVesec)
1| bromotrimet-1 1 1]996 8664529
2| bromotrimet-1 4 11996 9660060
3| bromotrimet-1 3 1] 996 3692691
4| bromotrimet-1 2 1] 9% 3619405
S| bromotrimet-~1 8 11996 5629411
6| bromotrimet-1 7 11996 8730814
7| bromotrimet-1 6 1] 996 8726434
0| bromotrimet-1 5 1]99¢ 5767283
-=- Component Summary for Area Summary -- .
mebrofenin Mean: uvesec

mabrofenin SRSD:

5712440 +/- 671530
7

1,176

II'I'IIIINACIQN BE LA PRECISION DEL SISTEMA (EPLL)

Se determind por octapiicado de una misma musstra sl 100 %, El sistema es
© preciso cuando % RSD (%CV) es igual 0 menor 8 1.5 %. En este caso ¢!

% RSD = 1.178, por tanto se considera precieo.



Millennium Results Summary Report
Report Method: cartasmebro

Printed: April 3, 1995

.Version: 2

.00

Page: 1 of 4

Project Name: DESARROLLO Username: demo
EXACTITUD Y REPETIBILIDAD
(HPLC)
TABLA DE RESULTADOS
Area TIEMP. RET.

[} NOMBRE NOMBRE MUBSTRA | % Area (uV*sec) (min) Vial

1| mebrofenin mabrofenin 100.00 5607883 2.000 1

2] mebrofenin mebrofenin 100.00 5464640 2,843 1

3| mebrofenin mebrofenin 100,00 8699600 2,852 2

4| mebrofenin mebgofenin 100.00 5439992 2.847 2

5] mebrofenin msbrofenin 100.00 5555965 2.857 3

6| mebrofenin mebgofenin 100.00 5634516 2,082 3
7| mebrofenin mebgofenin 100,00 5655223 2,048 1

“6
5

4

;

L J

Control Chart for: mebrofenin, Channel: 996

.590e+06]
g e e oL
]
.590e+06— 5 T e v v ardet
s B R e B bl L 4CL
.590e+06- '
12345 67
Run Number
Control Chart for: mebrofenin, Chamnel: 996
121.00- 1 L
L AR o e ot o s s N L
101. 00 }-0—e—e—0—o—o—o-Tazge’
: CL
81,00
12 3 4 5 6




llennium Results Summary Report
jort Method: cartasmebro
ject Name: DESARROLLO

Version:
Username:

Printed: April 3, 1995

2.00
demo

Page: 2 of 4

RSD Bar Plot for: mebrofenin, Channel: 996

2,00
o
@1.00
0,00
Area Y Area
Component Summary for Area
#|  SampleName vial | In) | Channel n‘:‘z'g::té:n
1{mebrofenin 1 1996 5607083
2 | mebrotenin 1 2| 996 5464640
3] mebrofenin 2 11996 5699600
4| mebrotenin 2 11996 5439992
5| mebzotenin k] 1]996 9555965
6| mebrofenin k] 2]996 . 5634516
7| mebrotenin 1 11996 5655223
== Component Summary for Area Summary --
" mabrofenin Mean: uv*sec

mebrofenin SRAD:

5591117 +/- 1056827.0

.893

DADOOU!!LCN!OWALI%IN?M!“MD!
MANERA INDEPENDIENTE, SE CUMPLE CON EL CNITERO DE

WYW




DESARNOLLO DEL NUCLEQ EQUIPG DE MERROFENIN S PARA EL, MARCADOINSTANTANQ CONTedom .. TRINIDAD SALAZAR MUKO,

~ 4. ANALISIS ESTADISTICO DE OPTIMIZACION, ESTABILIDAD
ACELERADA Y VALIDACION DEL PROCESO A TRAVES DEL |
PAQUETE ESTADISTICO “SAS” (ver. 6.08).

128



DESARROLLO DB NUCLEQ-#2UIPO OF MEBROFENIN.Sn PARA EL. MARCADO INSTANTANEQ CONTer 00 oo

JRINIDAD SALAZAR MURD

1. RESULTADOS DE LA OPTIMIZACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE
MEBROFENIN-Sn.

"The SAS System"

General Linear Models Procedure
Number of observations in dataset = 8

Dependent Variable: Y1

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Moadel 4 199590500 4.9897625 167.00 0.0007
Error 3 00896375 0.0208792
Corrected Total 7 20.0486875
R-Square C.V. Root MSE Y1 Mean
0995529  0.178568  0.17286 96.8012
Source DF Type ISS Mean Square F Value Pr>F
X1 1 122760125 122760125 410.86 0.0003
X3 1 28920125 28920125 96.79 0.0022
X1*X2 1 36585125 3.6585125 12244 0.0016
X3°X2 1 11326125 1.1326125 37.90 0.0086
Source DF Type lll SS. Mean Square F Value Pr>F
X1 1 122760125 -12.2760125 410.86 0.0003
X3 1 28920125 28920125 96.79 = 0.0022
X1*X2 1 3.6585125 36585125 12244 0.0016
X3*X2 ' 111325125 1.1326125  37.90 0.0086
: Tfor HO: - Pr>|T} Std Error of '
Parameter Estimate Parameter=0 : Estimate
INTERCEPT - 96.80125000 1683.95 0.0001 - 0.06111379
X1 1.23875000 20.27 0.0003 = 0.06111379
X3 . 0.60125000 9.84 0.0022. . 0.06111379
X1*X2 -0.67625000 -11.07 0.0016  0.06111379
X3*x2 0.37625000 6.16 0.0086  0.06111379
Dependent Variable: Y2
Sum of Mean
Source DF  Squares  Square FValue Pr>F
Model! 2 3.25952500 1.62976250 10.73 0.0155
Error 5 0.75936250 0.15187250
Corrected Total 7 4.01888750
R-Square CcVv. Root MSE Y2 Mean

129



DESARROLLO DEL, Nﬂ PO DE MEHROFENIN-Sn PARA EL. hRCANEO CON Te-99m TRINIDAD SALAZAR MURLD

0.811052  19.49760  0.38971 1.99875

Source DF  TypelSS Mean Square FValue Pr>F
X3 1 2215651250 221551250 14.59 0.0124
X3X1 1 1.04401250 1.04401250 6.87  0.0470
Source DF Typelll SS Mean Square FValue Pr>F
X3 1 221551250 2.21551250 14.59 0.0124
X3*X1 1 1.04401250 1.04401250 6.87 -0.0470
TforHO: Pr>|T|  Std Error of
Parameter Estimate Parameter=0 Estimate
INTERCEPT ~ 1.998750000 14.51 0.000t  0.13778266
X3 . -0.526250000 -3.82 00124 0.13778266
X3*X1 0.361250000 2.62 0.0470 0.13778266

Dependent Variable; Y3
Sum of Mean

Source DF  Squares Square FValue Pr>F
Model 1 542851250 5.42851250 1048 00177
Error 6 3.10737500 0.51789583

Corrected Total 7 8.53588750

R-Square C.V. Root MSE Y3 Mean
0635963  16.27707 = 0.71965 442125

Source DF Type!SS Mean Square F Value Pr>F
X3 1 542851250 5.42851250 10.48 0.0177
Source DF  Type lll SS - Mean Square F Value Pr>F
X3 1 542851250 5.42851250 10.48 0.0177

, TforHO: Pr>|T| Std Error of
Parameter Estimate Parameter=0 . Estimate
INTERCEPT  4.421250000 17.38 0.0001 0.25443463

X3 -0.823750000 324 00177 - 0.25443463

Dependent Variable: Y4 .
Sum of Mean

Source DF  Squares  Square FValue Pr>F
Model 6 168937175 28.156196 1.00 06447
Error 1 28237613 28.237613

Corrected Total 7  197.174788

R-Square CV. = RootMSE Y4 Mean
0.856789 ~ 37.28077  5.313%1 14,2538

130



X1

Source DF Type!SS MeanSquare FValue Pr>F
X1 1 219453125 219453125 0.78 = 05400
X2 1 260281125 260281125 092 0.5130
X3 1 746031125 7460311256 264 0.3511
X1*X2 1 14.7153125 14.7153125 0.52 06019
X1*°X3 1 1.5753125 15753125 006  0.8523
X2*X3 1 300700125 30.0700125 1.06 04900
Source DF Type lil SS Mean Square F Value Pr>F
X1 1 21.9453125 2194531256 0.78 0.5400
X2 1 26.0281125 26.0281125 0.92 0.5130
X3 1 746031125 746031125 264 0.3511
X1*X2 1 147163125 147153125 0.52 06019
X1*X3 1 15753125 15753126 0.06 0.8523
X2*X3 1 30.0700125 -30.0700125 1.06 0.4900
T for HO: Pr>{T| Std Error of
Parameter Estimate Parameter=0 Estimate
. INTERCEPT 14.25375000 759 00834 1.87875000
X1 . 165625000 0.88 05400 1.87875000
X2 1.80375000 0.96 05130 1.87875000
X3 3.06375000 1.63  0.3511  1.87875000
X1*X2 1.35625000 ‘072 - 06019  1.87875000
X1*X3 -0.44375000 -0.24 08523 1.87875000
X2*X3 1,93875000 1.03 0.4900 1.87875000
Dependent Variable: Y§
Sum of Mean

Source DF Squares  Square FValue Pr>F
Madel 6 90.1139500 15.0189917 065 0.7377
Error 1 22.9842000 22.9842000
Corrected Total 7 113.0981500 :

R-Square CV. Root MSE Y5 Mean

0796777  7.125455 479418 67.2825
Source DF TypelSS Mean Square F Value Pr>F
X1 1 19.7820500 19.7620500 0.86 0.5239
X2 1 . 01058000 0.1058000  0.00 0.9569
X3 1 22260500 22260500 010 0.8079
X1*X2 1 40.8608000 40.8608000 1.78 0.4097
X1*X3 1 0.0544500 00544500  0.00 0.9690
- X2*X3 1 27.0848000 27.0848000 1.18 0.4739
Source DF  Typetll SS Mean Square F Value Pr>F

1 19.7820500 19.7820500 0.86. 0.5239

1



DESARROLLO DAt NUCLEQ-EQUIPO DE EL MARCADO INSYANTANEQ CONTetn o

0.1058000 0.1058000  0.00 0.9569

1
X3 1 22260500 2.2260500 0.10 0.8079
X1*X2 1 40.8608000 40.8608000 1.78 = 0.4097
X1*X3 1 00544500 0.0544500 0.00 0.9690
X2*X3 1 27.0848000 27.0848000 1.18 0.4739
TforHO: Pr>|T|  Std Error of
Parameter Estimate Parameter=0 Estimate
INTERCEPT 67.28250000 3969 0.0160 1.69500000
X1 1.57250000 093 0.5239 1.69500000
X2 0.11500000 0.07 09569 1.69500000
X3 -0.52750000 -0.31  0.8079  1.69500000
X1*X2 -2.26000000 -1.33  0.4097  1.69500000
X1*X3 0.08250000 0.05 09690 1.69500000
X2*X3 -1.84000000 -1.09 04739 1.69500000

2. RESULTADOS DEL MODELO SUPUESTO PARA ESTABILIDAD
ACELERADA

"THE SAS SYSTEM"
General Linear Models Procedure
0BS TEMP SEMANA PUREZA

125 1 96.88
2. .25 1 96,58
3 25 2 96.67
4 25 2 96.73
5§ 26 3 96.86
6 25 3 96.97
7 45 1 96.77
8 45 1 96.75
9 45 2 96.71
10 45 2 96.45
1. 45 3 96.63
12 .45 3 96.42
1360 1 96.07
14 .60 1 96.61
16 60 2 95.15
16 60 2 95.88
17 .60 3 95.83
18 60 3 95.50
19 84 1 92.22

132



DESARROLLO DEL NUCLEQ-EQUIPO DE MEBROFENIN 52 PARA EL MARCADO INSTANTANEQ CON Te 49 TRINIDAD SALAZAR MURQ
e e e T T e et

20 84 0 93.61
21 84 2 80.57
22 84 2 91.19
23 84 3 89.34
24 84 3 89.61

Number of observations in data set = 24
General Linear Models Pracedure

Dependent Variable: PUREZA

Sum of Mean
Source DF  Squares  Square FValue Pr>F
Model 4 142078242 35.519561 213.20 0.0001
Error 19  3.165491 = 0.166605

Corrected Total 23 145243733

R-Square CV. RootMSE PUREZA Mean
0.978206  0.429279 ' 0.40817 195.0833

Source OF TypelSS Mean Square F Value -Pr>F
SEMANA 1 2.479853 2.479853 1488 0.0011
SEMANA'TEMP 1 104.660798 104.660798 628,20 0.0001
TEMP'TEMP 1 - 17852124 17.852124  107.15 . 0.0001
SEMANA*TEMP*TEMP 1 17.085467 - 17.085467 102,56  0.0001
‘Source o DF Tybe M Sss Mean Square FValue Pr?'F _
SEMANA 1 60532648 6,0532548 36.33. . 0.0001
SEMANA'TEMP 1 119965376 11.9965375 72,01 0.0001
TEMP*TEMP 1 76964594 7.6964594 46.20  0.0001
SEMANA*TEMP'TEMP 1 17.0854671 17.0854671 102.55 0.0001 -
, TforHO:  Pr>|T| Std Errorof
- Parameler ~ Estimate Parameter=0 Estimate
INTERCEPT . 97.61204368 266.05 0.0001  0.36688910
SEMANA - -1.86261878 6,03 0.0001 0.30735149
SEMANA*TEMP 0.09005760 8.49 0.0001  0.01061295
TEMP*TEMP -0.00052992 6.80 0.0001  0.00007797

SEMANA*TEMPTEMP -0.00101570  -10.13  0.0001 0.00010030
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DESARKOLIO DRI NUICI EQEQUIPO DE MERROFENIN.1 PARA EL MARCADO INSTANTANED CON Te 29

e SIDAD SALAZAR MURD

3. RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA DE LOS TRES LOTES

FINALES DE MEBROFENIN-Sn
The SAS System

a. Evaluacion de la variable P.R.%

OBS LOTE PUREZA
1 9816
97.98
98.50
97.72
98.88
98.20
98.10
98.15
97.90
Analysis Variable : PUREZA

OOE~NOIOE WN =
WWWNNN - —

LOTE=1 :
Mean  SidDev = Minimum  Maximum

«

98.2133333  0.2640707 97.9800000 98.5000000

LOTE=2
Mean StdDev - Minimum ~ Maximum

(&)

98.2666667 0.5828665 97.7200000 98.8800000

LOTE=3

. Mean  StdDev  Minimum  Maximum

98.0500000 0.1322876  §7.9000000 98.1500000

~ Analysis of Variance Procedure

. Class Levs! Information
Class Levels Values
LOTE 3 123

Number of observations in data set = 9
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DESARROLLO DEL NUCLEQ-EQUIPO DI MEUROFENIN. S0 PARA EL MARCADO INSTANTANEO CON Tt e

The SAS System
Analysis of Variance Procedure

Dependent Variable; PUREZA

Sum of Mean
Source DF Squares Square FValue Pr>F
Model 2 0.07646667 0.03623333 027 0.773
Error 6 0.85393333 0.14232222

Corrected Total 8 0.93040000
R-Square C.V.  Root MSE PUREZA Mean
0.082187  0.384263 0.37726 .98.1767

Source DF Anova 8§ Mean Square F Value Pr>F
LOTE 2 0.07646667 003823333 027 07731 ’
Analysis of Variance Procedure

Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: PUREZA

NOTE: This test controls the type | experimentwise error rate, but
. generally has a higher type |l error rate than REGWQ.,

Alpha=0.05 df=6 MSE=0.142322
Critical Vaiue of Studentized Range= 4.339
Minimum Significant Difference= 0.9451
Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping - Mean N LOTE
‘A 982667 3 2
A
A 982133 3 't
A
A 980500 3 3
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____ TRINIDADSALAZAR

b. Evaluacién de la variable contenido de estafio
“The SAS System"

0BS LOTE ESTANO

0.18
0.18
0.16
018
0.18
0.20
0.16
0.18
0.18

CONONEWN-=-
WWWNNON ===

Analysis Variable : ESTANO

- LOTE=1
N Mean StdDev: Minimum  Maximum

0.1733333 - 0.0115470 - 0.1600000 O.fBOOOOO

w

LOTE=2 ‘
N Mean  StdDev -~ Minimum  Maximum

w

0.1866667 0.0115470 0.1800000 0.2000000

LOTE=3 .
N Mean - StdDev  Minimum  Maximum

w

01733333 00115470 0.1600000 0.1800000

The SAS System
Analysis Variable : ESTANO
Analysis of Variance Procedure
Class Level information
Class - Lovels Values
LOTE 3 123

Number of observations in data set =9
Dependent Variable: ESTANO

136



DESARROLLD DEL, NUCLEO UUIPO DE MEDROFENIN 51 PARA Bl MARCADO INSTANTANEO CONTe b

e TRINDADSALAZAR MURO

Sum of Mean

Source DF Squares Square F Value Pr>F
Model 2 0.00035556 0.00017776 1.33 0.3318
Error 6 0.00080000 0.00013333

Corrected Total 8 0.00115556
R-Square C.V. Root MSE ESTANO Mean
0.307692  6.495191  0.01155 0.17778

Source DF  AnovaSS Mean Square F Value Pr>F
LOTE 2 0.00035556 - 0.00017778 1.33 03318

Analysis of Variance Procedure
Tukey's Studentized Range (HSD) Test for variable: ESTANO

NOTE: This test contrals the type | experimentwise error rate, but
generally has a higher type Il error rate than REGWQ.

Alpha=0.05 df=6 MSE= 0,000133
. Critical Value of Studentized Range= 4.339
~ Minimum Significant Difference= 0.0289

Means with the same letter are not significantly different.

 Tukey Grouping Mean N LOTE
‘ A ’ 0.186867 3 2
: 0173333 3 1
: 0173333 3 3
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5. DOCUMENTACION PARA LA PRODUCCION Y PARA LA
' EVALUACION DE CONTROLES DE CALlDAD
 DE MEBROFENIN-Sn*z
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES

MATERIALES RADIACTIVOS
ORBDEN DE PRODUCCION

PRODUCTO: ___ No. LOTE:
FECHADE PRODUCCION: ________, FECHA DE CADUCIDAD: .
LOTE: Frascos

REACTIVO UTILIZADQ Do, DE CONTROL PESQ.Q YOLUMEN VOLUMEN DE

I JQMARD RIEQLSCION
MEBROFENIN
AGUA INYECTABLE
ACIDO CLORHIDRICO

HIDROXIDO DE 80DIO
PLURONIC ¥-68

pH DE LA SOLUCION DE MEBROFENIN

VELOCIDAD DE ADICION DE LA SOLUCION DE CLORURO ESTANOSO

VELOCIDAD DE MEZCLADO

pH DESPUES DE LA ADICION DE CLORURQESTANOSO

pH DE LA BOLUCION FINAL

VOLUMEN FINAL

b - - ____—— -
$E NICIA EL CONQELAMIENTO A LAS, .DEL,

$E INICIA EL CICLO DE LIOFILIZACION A LAS DEL,

TOTAL DEFRASCOSAL FINALDELPROCESO_____
MUESTRAS TOMADAS FORLAU, DECC. (%),
OBSERVACIONES

SUPERVIRO: :

FFECTUO EL PROCESO:;

AMROB:, :




INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES

un pH de 7 y luego querer ajustarlo con
HCI).La solucion debe ser transhicida.

AREA: DEPARTAMENTO DEL REACTOR Y MATERIALES RADIACTIVOS No, RMR-VALOL Rev. 0
PROTOCOLO DE VALIDACION DEL PROCESO DE PRODUCCION DE FECIA DE EMISION: | 110JA: 18
.\‘UCLILO-EQUIPOS DE .\IEHROD‘!NIN-S_Q‘ 24 - MARZ0 - 1995 DE: 24
D.3 PREPARACION DE LA MEZCLA,
PROCEDIMIENTO CONDICIONES DE
OPERACION
D.3.1 Agregar en microbureta 10ml de la
solucion de cloruro estanoso a la-solucion Vi=
de Mebrofenin. Verificar la velocidad del V2=
flujo durante la adicion, manteniendo,
durante ésta, un burbujeo nitrogeno en la
bureta por 2 minutos.
D.3.2. Verificar la temperaturs de la mezcla, Ti=
T2 =
D32 Continuar agitando verificando la
velocidad de agitacion del mezclado y vi=
medir e pH el cual debe ser V2=
aproximadamente de uno.
D.3.3 Ajustar cuidadosamente el pH a 5.5-6.0
utilizando NaOH IN ( Nunca sobrepasar pH =

D.3.4 Agregar 500mg de pluronic en polvo y
agitar hasta  disolucion completa (I
solucion ~ debe  ser - tranglicida
completamente).

D.3.5 Filtrar ;or membrana millipore de 0.22
_utilizando el equipo de filtracion y
ity

nitrogenando. :
D.3.6 Pasar a una probeta de 500ml la solucion y
o volumen a 500mi con agua
inyectable, libre de pirdgenos y saturada
con nitrégeno.

D.3.7 Filtrar nuevamente por membrana
millipore de 0.22 utilizando ¢l equipo de

filtracion y nitrogenando.
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AREA: DEPARTAMENTO DEL, REACTOR ¥ MATERIALES RADIACTIVOS No. RMR-VAL0) Rev. 0

PROTOCOL.0 DE VALIDACION DEL PROCESO DF. PRODUCCION DE FECIIA DEEMISION: | HOJA: 16

NUCLEQ-EQUIPOS DE MEBROFENIN-Sn 24 - MARZO . 199 DE: 24
D.4. DOSIFICACION

DA.1 Dosificar colocando Zml de l1a solucion final en cada uno de los frascos tipo
penicilina de 10 ml.
D.4.2 Tomar muestra de frascos y evaluar pureza radioquimica, contenido de estafio y
volumen por vial.
D.5 LIOFILIZACION.
" D.5.1 Proceder a liofilizar de acuerdo al ciclo: -40°C a -10°C, por 3 horas y -10 a-15°C,
17 horas. ‘
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCIFARES
DEPARTAMENTO DE MATERIALES RADIACTIVOS
UNIDAD DE CONTROL DE CALIDAD

SOLICITUD DE CONTROL DE CALIDAD

PRODUCTO: LOTE No. No. DE FRASCOS o mls. POR LOTE

IS0TOPO: FECHA DE PRODUCCION FECHA DE CADUCIDAD

“

FECHA DE LIOFILIZACION

SE SOLICITA CONTROL DE:
MATERIA © CONTROL CONIFOL DE: PRODUCTO(-)  INSPECCION ()
PRIMA PROCESD TERMINADO

| | TIPO DE PRUEBA SOLICITADA

PRUEBAS FISICAS: PRUEBAS QUIMICAS: PRUEBAS BIOLOGICAS:
apaaencia () roreza uoica () EsteriLion O
conceNTRACION RADIACTIVA () pureza Ratoquiics (O procaos O
mreza poiwaica O w O ~ prsTrisucton Brozocica ()
meto e parrzcua O ' roxzcroan Q)
naero o partICUEAS ()
MIESTRA ENVIADA DE (frascos, mls, ) CON UNA ACTIVIDAD DE _ rci,
CALIBRADA A IAS hrs. DEL DE DE 19
QBSERVACIONES:

RECIBIDA POR: PREPARADA FOR:




DEPARTAMENTO DE MATERIALES RADIACTIVOS FECHA:

UNIDAD DE CONTROL DE CALIDAD -
HOJA DE DISTRIBUCION BIOLOGICA

KIT Sol.Lfof. LOTVE Fecha de Produccidn: Fecha de Caducidad:
Reconstituido con ol u,’h-‘lco‘ de 1/2/3 elucifn diaria de un generador de mCi de Fecha de Produccidn:
Actividad del eluato _ sli/ml, diluido con saline a2 _ __ uCi/ml. Incubacion a temperatura embicnte:
mins/hrs.  Inyectado a ratén/rata. Peso: g. Cantidad inyectada: " ml/animal= Dosis humanas.
Toxicidad y/o Signos de reacciones adversas: - Distribucién efectuada a los _____ mins/hrs de 1a Inyeccién intraveno
sa.
Fondo: Ctas/ Actividad en cola:____
PESO FACTOR CUENTAS | MUESTRA CUENTAS 2 DOSIS RADIACION | = DOSIS RAD/g.
CROAND MUESTRA 2 ] EXTRAPOL MUESYRA | SIN FONDO | EXTRAPOLACION POR ORGANO ORGANO
8
TIRDIDES
PUESO I
MUSCULO 45
EJIGA Y ORINA
F);mpo
EBERTAS TOTALES
ELACIONES: HUESO /SAMGRE : : HUESO/MUSCULO:
VESICULA/SANGRL : VESICULA/INTESTINO: ) VESICULA/HIGADO:

LXAMEN PRACTICADO POR:

FEma:P.B. onl.




@ INSTITUTO NACIONAL OF INVESTIGACIONES NUCLEARES

DEPARTAMENTO DE MATERIALES = RADIACTIVOS
UNIDAD DE CONTROL OE CALIDAD

ININ
PRODUCTO: LOTE No.
“ECHA OE PRODUCCION: FECHA OE CADUCIDAD :
iECNICA: Centro Nuclear a de de
 ——
SOPORTE ; SOLVENTE . (SOLUCION ELECTROLITICA)
VOLTAJE : INTENSIDAD CORRIENTE: DURACION (FRENTE)
fondo : fondo
1 |
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6 .
7 7 ‘
8 B e———
9 9 ’
10 10
11 11
12 12
13 13
14 14
15 1S
16 16
17 17
- 18 18
fondo : fondo :
Acttvidad tota) . Actividad total
R‘f (V.M.) COMPUESTO & af(v.u.) e, COMPUESTO X ____
Re (v.M.) IMPUREZA % ____ R'(V.H.) o IMPUREZA X
R (V.M.) IMPUREZA % ___ Rf(v.n.) IMPUREZA % ____
e

PROMEDIO: 2 COMPUESTD :

% IMPUREZA

3 IMPURE2A ¢ .

EL PROCUETO ¢ ) CUMPLE ESPECIFICACIONES,

PRACTITN T TOAREN:

LDR0Y7



INSTITUIO NACIONAL DE INVESTIGACTONES NUCLEALES
DEPARTAMENTO DE MATERTALES FADIACTTVOS

ININ UNIDAD DE CONITOL DE CALIDAD

PRODUCTC) : LOTE No.

FECHA DE PRODUCCION: FECHA DE CADUCIIVD: _ ~
Centro Nuclear a de de 199 .

REGISTRO DIARIO DE PRUEBAS DE ESTERILIDADE DETERMINACION DE PIROGENOS "IN VITRO"

LIMULUS Lote No.
No. DE TUBOS SEMBRADOS:

SENSIBILIDAD:

SEMBRADO EL ___ DE_ DE 199

A LAS s, DILUCION OBSERVACION
MUESTRA

FECHA | MEDIO FLUIDO | MEDIO CASERNA-

CONTROL,; NEGATIVO
TIOGLIOOLATO | SOYA

CONTROL (+) AGUA

CONTROL (+) MUESTRA

‘.O:nc. de Endotoxina en muestra sSensibi-
1idad X Mfx, dilucifn

EL PRODUCTO SATISFACE LA PRUERA DE
PIROGENGS .

RESULTADO:
OBSERVACIONES:

EXAMENES PRACTICADOS POR:




INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES

GERENCIA DE SERVICIOS TECNICOS NUCLEARES
OEPARTAMENTO DE ANALISIS QUWMICOS

1.~ NOMBRE DEL SOLICITANTE, MUMERD DE SU EX~
TENSION Y FIRMA, :

SOLICITUD DE SERVICIOS

2 .~ NOMBRE Y MUMEROD DEL PROYECTO O TAREA.

3 .-mx LA MMUESTRA O PRODUCTO CE -

O
o

[ [ comsvie
3 vurepuro 0 wematet

Téoniee " Otres, Espesifions: —_—

§ ~PRECAUCIONES DE CONSERVACION, MANEJO ¥ GRADO D FUREZA OC LA MUESTRA

0O v

O wectesie [ espiorive

5.-§on:nmtnm£m LA ey

6 .-g,nmntm DE LA({S) MUESTRA

~MAGNITUD OEL PESO O VOLUMEN DE LA(S) MUES
g ——

‘F—-m-‘
8.- TIPO DE ESTIMACION REQUEAIDA.

-

3.-OTRO TWPO DE DETERMINACION SOLICITADA.

- o [ comtecians [ o
D Cugllter D Cosntitative D D 1’
10..~ CLEMENTOS QUIMICOS OUE SE SOLICITAN. 131~ CANTDAD lmm-hﬂ DL CLEMENTD €M CL- 12.-08SERWLIONES:

N R Sy
Vo. Be. GERENCIA QUE SOLICITA €L SERMCIO.

Vo.8e. Recepcisn de Muestras

V.88 Bepto. de Anilisis Quimicos

ety

1F-AQ=02

PARA USO EXCLUSNVO OELL DEPARTAMENTD DE ANALISIS QUIMCOS.

———

11y, Da Comteot

fecha Da fecepcida Do Lo Selicitud

Fecha Ds focepcidn De Ls

Mugsiro Fechs De Reporta De Los Resullodos
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f\“ INSTITUTO NACIONAL DE lNVESTIGACIONES NUCLEARES

GERENCIA DE SERVICIOS TECNICOS NUCLEARES
DEPARTAMENTO DE ANALISIS QUMICOS

SOLICITUD OE SERVICIOS

S — -
1. NOMBRE DEL SOLICITANTE,, MUMERD DE SU EX~—

TENSION Y FIRMA,

2 .~ NOMBRE Y SUMERD BEL PROYECTO O TAREA. 3

0

| D‘h”#“

5.~

8-
Thaice

;g:unm:-outum LA U]

(s
Otvos, Eopoeifigus:

5 wen
3 wentee :
&-&lmumuwlm -7

8.- TiPO DE ESTIMACION REQUERIDA.

O cusiitetive

] Sewtcuuamution

[3 ceemtiterien

~0EICMPCION OF LA WUESTRA O PROOUCTO O -
SUE ST TRATA.

mﬂmm Y GRADO O FUREZA 8L LA MUESTRA
0 netiene

3 wesatre O epionivo

P =g P ST ——— T S

SASNITUD DEL PESO O VOLUMEN OE LA(S) MUES
TRALS)

———

CLEMCNTOS QUMICOS QUE SE SOLICITAN.

3 .~OTRC TIPO DE BETERMINACION SOLICITADA .

[ wemetee ] Contocrwiges [ o
[0 vessiset ] someve Torstes

11.~ CANTRAD APRONRSADA DEL ELEMENTD EN €L -
PRODUCTO POR ANALIZAR, .

e ————
e ———————————

" V. 8a. GERENCIA QUE SOLICITA EL SERVKIO.

Ve.0e lecepclén de Muestras

12.-08SEAALIONES

:

¥.00. Bepto. de Andtisis Quimicos

——

1F-A0-02

————

e ————

- PARA US0 EXCLUSVO DEL- DEPARTAMENTD DE ANALISIS QURMICOS.

iy De Control

fecha Na Recescida Do Lo Soliciiud

Fecha De Rogepcidn De Le

Hussirs Foche O Reports De Los Resuliccos




6. CERTIFICADOS DE CALIDAD DE LOS TRES LOTES FINALES DE
MEBROFENIN-SH"‘z
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INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES
MATERIALES RADIACTIVOS

DOCUMENTO:Colfinds do clidod do prodicls thoads (nicho=sgipr) NO. 01PISM

PRODUCTO: Wibwinin-bv  LOTENo. 01Pg5 FECHA DE CADUCIDAD: 15 dv Al & 1996
PREPARO: 970, Juinidsd olyyen | FECHA: | SUPERVISO: 978, bulloina Jovo FECHA:
Moo 15-08- 95 15-08- 95

APROBADO POR CONTROL | FECHA: APROB, RESPONSABLE ANTE S.S.A.; 378. FECHA:
DE CALIDAD: 378, Lune Baps | 18 -08-85 ] ¢y, Crup do Labn 20-08- 95
Yovna

| ESRECIFICACION |  RESULTADO |
1. ESTERILIDAD DEBE SER ESTERIL [e]
2. PIROGENOS POR LAL NO MAS DE 21 EU/mL nagalive
(negativo)
3. CONTENIDO DE MEBROFENIN 10 + 2 mg/vial BT myfuial
4. CONTENIDO DE Su*% © 0.2 £0.1 my/vial 0.18 my/vil
5. CONTENIDO DE AGUA" menor de 5 % R
6. pH 6.5+10 10
7. APARIENCIA SOLUCION ACUOSA, Soliibe, acuvna, banspornds & incalors
(RECONSTITUIDO) TRANSPARENTE E INCOLORA
8. PRUEBA DE IDENTIFICACION | TIEMPO DE RETENCION 2.8 +0.2 A= 272 minddes
MINUTOS (HPLC) :
9. PUREZA RADIOQUIMICA NO MENOS DEL % % B2 %
10, TOXICIDAD INOCUO S e
11, DISTRIBUCION BIOLOGICA DESPUES DE 90 min,: Bupuls do 0 mirulas:
(En 1o menos de dos ratones) 8 + 5 % EN HIGADO 3.015% En Mgads -
70 + 10 % EN INTESTINO 1% w Sal
DE 1 A 25 %EN VESICULA ";; " ’;"‘ oy
LA RELACION gr. VESICULA/ gr. i) .
HIGADO DEBE SER MAYOR A 20 - wiads/ . hgade = 196
LA RELACION gr. VESICULA/ gr. g vwiade [ . sangn = 520
SANGRE, DEBEN SER MAYORES
DE 8.
12, INSPECCION DEL EMPAQUE | CONFORME A LA DESCRIPCION | Cofours o bis apaihacionss b unpas purs
FINAL DEL EMPAQUE (P.MR-PRI-22) pradac.

*
PRUEDAS REALIZADAS COMO SERVICIO EXTERNO AL DEPARTAMENTO DEL REACTOR Y MATERIALES RADIACTIVOY POR KL DEFIO. DI ANALISIS
QUIMICOS DEL ININ. (PRUEDAS NO RUTINARIAS)



INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES
MATERIALES RADIACTIVOS

DOCUMENTO: Colfids do alidus. do prodd bhouade (iche - sipes) No. 02P95M

PRODUCTO: Tdwhin-dn  LOTE No.02P95 FECHA DE CADUCIDAD: 22 & dhd & 1996

PREPARO: 378. Junidad Melagor FECHA: SUPERVISO: 376. bulomins Juns . FECHA:
e 22-08- 95

APROBADO POR CONTROL | FECHA: | APROD. RESPONSABLE ANTES.S.A.: 28, | FECHA:
DE CALIDAD: 70. Lune fop | 24:02-95 | Cudes Cug o L 25.02- 95
Nowwna

‘ | ESEECIFICACION |  RESULTAPO |
1. ESTERILIDAD DEBE SER ESTERIL Cdind
2. PIROGENOS POR LAL NO MAS DE 21 EU/nlL Tugalie
(negativo)
3. CONTENIDO DE MEBROFENIN 10 +2 mghvial : 9.2 mp/oial
4. CONTENIDO DE 5a¥%" 0.2 +0.1 mg/vial 0.1 Brmp/oiad
S, CONTENIDO DE AGUA" menor de 5 % %
6. pH 6.5+10 10
7. APARIENCIA SOLUCION ACUOSA, Solicibn, - acumia, bhomparnels s incslora
(RECONSTITUIDO) TRANSPARENTE E INCOLORA :
8. PRUEBA DE IDENTIFICACION | TIEMPO DE RETENCION 2.8 +0.2 Ty = 2.8 minules
MINUTOS (HPLC)
9. PUREZA RADIOQUIMICA NO MENOS DEL %0 % 98.26
10, TOXICIDAD "INOCUO Jnocue
I1. DISTRIBUCION BIOLOGICA DESPUES DE 90 min.: Supuie do 90 minades:
(En no menos de dos ratones) 8 + 5 % EN HIGADO 550 % Ea
70 + 10 % EN INTESTINO q Sludine
DE 1 A 28 % EN VESICULA ‘;g'qg zz" "
LA RELACION gr. VESICULA/ gr. Sl |
HIGADO DEBE SERMAYORA 20 | - veiade/ . hgade = 40.13
LA RELACION gr. VESICULA/ gr. | g vaiuks / g samgne = 106.71
SANGRE, DEBEN SER MAYORES
DE 80.
12. INSPECCION DEL EMPAQUE | CONFORME A LA DESCRIPCION | Confoums o bt wpaafiadens df vmpogue pirs
FINAL DEL EMPAQUE (P.MR-PRI-22) .

]
PRUEBAS REALIZADAS COMO SERVICIO EXTERNO AL DEPARTAMENTO DEL REACTOR ¥ MATERIALES RADIACTIVOS POR EL DEPTO 18 ANALISIS
QUINECOS DES ININ. (PRUEBAS NO RUTINARIAS)



INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES NUCLEARES

MATERIALES RADIACTIVOS

DOCUMENTO:Colfoats do calidd,db producks. Mnads {micks—iper) No. 03P95M
PRODUCTO:  Mdwinin-dn LOTE No, 03p95  FECHA DE CADUCIDAD: 29 4. dbd & 199
PREPARO: 278, Juinidad Suluyar FECHA: SUPERVISO: 278, hullwmine Jime FECHA:

20-08- 95 20 -08- 95

APROBADO POR CONTROL
DE CALIDAD: 970, Luve fugn
Hovwa

FECHA:

30-03- 95 | Cus c,,,? & Din

APROB. RESPONSABLE ANTE S.5.A.: 978.

FECHA:
31-08-95

ESPECIFICA: RESULTAPO
1. ESTERILIDAD DEBE SER ESTERIL Eilvd
2. PIROGENOS POR LAL NO MAS DE 21 EU/mL gl
(ncgativo)
3. CONTENIDO DE MEBROFENIN 10 £2 mg/vial 8.8 mp/uial
4, CONTENIDO DE Sn*2" 0.2 +0.1 mghvial 0.1 mp/vial
5. CONTENIDO DE AGUA” menor de 5 % 3%
6. pH 65+10 10
7. APARIENCIA SOLUCION ACUOSA, Blucibn, acunss, bampasanle v incolors
(RECONSTITUIDO) TRANSPARENTE E INCOLORA
8. PRUEBA DE IDENTIFICACION | TIEMPO DE RETENCION 2.8 +0.2 Jv= 28D minuder
‘ g MINUTOS (HPLC)
9. PUREZA RADIOQUIMICA NO MENOS DEL %0 % 98.05 %
10. TOXICIDAD INOCUO I
L1, DISTRIBUCION BIOLOGICA DESPUES DE 90 min.: Supus o 0 minads;
(En no menos de dos ratones) 8 + 5 % EN HIGADO 31% En Xigado
70 + 10 % EN INTESTINO 67..26 % o Jnkolne
DE 1 A 25%EN VESICULA 18D % o vand
LA RELACION gr. VESICULA/ gr. L] o o
HIGADO DEBESERMAYORA 20 | - vwids/ . hiad = 1088

LA RELACION gr. VESICULA/ gr.
SANGRE, DEBEN SER MAYORES
DE 88,

r‘m&/r.mr. = 2493

12. INSPECCION DEL EMPAQUE
FINAL

CONFORME A LA DESCRIPCION
DEL EMPAQUE (P.MR-PRI-22)

Confoume o ot spufacionss i smpagus purs
prduc. ‘

E)
PRUEBAS REALIZADAS COMO SERVICIO EXTERNO AL DEPARTAMENTO DiiL REACTOR Y MATERIALES RAIIACTIVOS POR BN, DEPTO. DI ANALISIS
QUIMICOS DEL ININ. (PRUEBAS NO RUTINARIAS)
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