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~ INTRODUCCION

Un absceso es un drea localizada de pus y tejido destruido tormado por la respuesta
inflamatoria. Por lo general éstc contiene bacterias pat6genas y si no es tratado llega a ser
una grave amenaza para el paciente.  La localizacion de un absceso, es a menudo un
problema clinico dificil, pero ya que es una acumulacion focal de leucocitos, el marcaje de
¢stos con un emisor gamma hace posible que puedan detectarse externamente con una
gamma cdmara, Sin embargo, esta técnica iinplica separar leucocitos autélogos, marcarlos
“in vitro” y reinyectarlos al paciente. Este método tiene como principal desventaja la
necesidad de contar con una campana de flujo laminar y maleriales estériles no siempre
disponibles en todos los - departamentos de medicina nuclear. Por otro lado, se ha
comprobado que la inmunoglobulina G (Ig G) humana radiomarcada, es efectiva para la
locaiizacién de una gran variedad de organismos infecciosos incluyendo bacterias gram-
positivas 'y. gram-negativas, Mycoplasma pneumoniae, Pneumocystis carini, Histoplasma
capsulatum y Candida albicans. E\ objetivo de este trabajo fue, por tanto, desarrollar una
formulacion liofilizada (nicleo-equipo) de 1g G humana para su marcado instantinco con
Te-9m de tal forma que puedan detectarse procesos inflamatorios y/o infecciosos con la

siinplc inyeccion del radiofarmaco al paciente.

Para ¢l cumplimiento de tal objetivo, la gammaglobulina humana se redujo empleando
2-mercaptoctanol o dcido ascérbico con el fin de separar los puentes disulfuro para poder
enlazar el Tc-99m a grupos sulthidrilo, La solucién resultante se purificd por cromatografia
liquida de alta resolucidn (CLAR) empleando una columna de- exclusion molecular y
eluyendo con buffer de fosfatos. La lg G purificada se colectd y cuantificé mediante

espectrofometrfa de U.V, y CLAR con deiector de U.V. Posteriormene se formuld

Marthu Pedrast Lape;
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empleando un diseio de experimentos de blogues aleatorios para Ja seleccion del ligante
débil, concentracién de estafio y seleccion del agente reductor. Finalmente se determind el
ciclo de liofilizaci6n para la formulacién seleccionada,

A la formulacion liofilizada se le realizaron pruebas cromatogréficas (CLAR y CCFI) para
la determinacion de la pureza radioquimica, pruebas de esterilidad, humedad, contenido de
proteina y de estabilidad acelerada a 37 °C.  Todas la técnicas analiticas fueron
debidamente validadas.

Dado que la Ig G humana ticne el misimo comportamiento quimico gue la lg G de conejo, se
realizaron formulaciones de esta ultima bajo las condiciones previamente descritas. Dichos
miicleo-equipos se administraron en 2 conejos a los que se les habian inducido  previamente
un absceso y se lomaron imdgenes gammagraficas,

Los ‘resultados mostraron que la *™Tc-lg G humana se obtuvo estéril y con una pureza
radioguimica superior al 90 %. Con dicho radiotirmaco fue posible obtener imdgenes de
abscesos en conejos,

Manha Pedrazi ope:
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1. FUNDAMENTACION DEL TEMA

1.1 RADIOFARMACOS

La medicina nuclear y la radiofarmacia son dos disciplinas que, firmemente unidas en sus
principios, logran junto con otros campos de investigacién un noble objetivo dedicado al
mejoramiento de la salud de la humanidad.

@ cred e principio de los trazadores radiactivos, lo que en 1927,

En 1920 George Hevesy
elucidé el inicio del dinamismo de los componentes orgénico que revoluciond a la
bioquimica bisica y que posteriorimente se tradujo en la medicina nuclear, k

Debido a la necesidad de sintetizar moléculas marcadas de mejores caracierfsticas quimicas,
biolégicas y nucleares, nace la RADIOFARMACIA, que en medicina nuclear Heva por
objetivo la produccién y uso de compuestos radiactivos para el diagndstico y terapia de

importantes enfermedades diseminadas en la poblacidn mundial,

I1.I DEFINICION DE RADIOFARMACO
Toda sustancia quimica conteniendo un dtomo radiactivo dentro de su estructura que, por su
forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacién, se administra en humanos con

propositos de diagndstico y/o terapéuticos.

1.1.2. OBJETIVOS DE 1.0S RADIOFARMACOS
a) Visualizar la anatomfa de un drgano o sistema,
b) . Evaluar ¢l comportamiento fisiopatoldgico a nivel de los ejidas.

¢) Analizar, a través de su metabolismo, el comportamiento bioquimico,

Murtha Pedraza Lipe:
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d)  Determinar cuantitativamente sus pardmetros farmacocinéticos comparando estos

resultados con los obienidos en una poblacién de seres humanos voluntarios,

1.1.3 CARACTERISTICAS DE LOS RADIOFARMACOS

Como se ha dicho, un radiofdrmaco estd constituido por un radioniclido integrado cn-un

fdrmaco, eligiéndose al primero de acuerdo a sus caracterfsticas nucleares como son tiempo -

de vida media, energia de emisién, tipo de radiacion emitida, toxicidad y disponibilidad.

El firmaco se elige de acuerdo a su selectividad orgdnica y/o participacion en un proceso

fisiologico, factibilidad de ser marcado con un radionfclido sin alterar sus propiedades

bioldgicas y a su toxicidad,
Un radioférmaco presenta varias caracterfsticas:

a)  Salvo algunas excepciones, los radiofdrmacos son compuestos inyectables, por tanto,
deben presentar las caracterfsticas de esta forma farmacéutica como atoxicidad,
apirogenicidad, esterilidad, etc.

b) Stha de utilizarse para fa obtencidn de imagenes, debe ser un emisor gainma puro,

¢) Laactividad especifica debe ser alta, con el fin de obtener un promedio de comcb alto
en una masa pequefia.

d) Idealmente debe ser. soluble en agua y permanecer soluble al mezclarse con fluidos
orginicos, ~aunque existen algunos radiofirmacos = cspecificos donde la alta
liposolubilidad es uni caracterfstica importante para que ¢l compuesto pueda cumplir la
finalidad para la cual fue creado.

e) Los radiofrmacos deben ser estables tanto i vivo como in vitro, por lo menos el tiempo

" minimo para realizar el examen.  Se preficre que la estabilidad esté en funcion de la
vida media del radiondclido. ‘

f). Debe permanecer como compuesto libre y unirse a protefnas o células al concentrarse en
¢l drgano de interés.

8) Un radioldrmaco debe poseer una depuracion sanguinea alta.

h)  Debe ser de bajo costo y fiicil disponibilidad.

Manha Pedrat Lipe:
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1.1.4 CLASIFICACION DE LOS RADIOFARMACOS

a) Radiofirmaco sustrato no especifico: permite el estudio de ciertos procesos fisioldgicos
y tienen la caracteristica de no participar en reacciones quimicas del organismo.

b) Radiofdrmacos sustrato espec(fico: participan en una reaccién qufmica definida o toman
parte de una interacci6n ligando-sustrato especifico, siendo esta reactividad debida a la
analogia con los sustratos metabdlicos naturales.

Definir el mecanismo especttico de la localizacidn de un radiofdrmaco conduce a uia mayor

comprensién de la informacién obtenida al utilizarlos como agentes de diagndstico, esta

informacion puede estar e¢n desacuerdo con lo esperado debido a faclores flsicos como I ‘
ruta de inyeccién, la temperatura y pH celular del paciente o a factores quiimicos como la
interaccion con otros firmacos.

Actualmente también se clasifican a los radiofdrmacos como ANIONICOS, CATIONICOS,

NEUTROS y BIFUNCIONALES. Una molécula bifunsional es aquella que tiene una porcion

biolégicamente activa y otra a través de la cual es capaz de unirse a un radioniclido

metdlico,

1.1.5 RADIOFARMACOS PARA ESTUDIOS EN MEDICINA NUCLEAR

En Medicina Nuclear existe un constante desarrollo para ¢l disefio de nuevos radiofdrmacos
del Tecnecio-99m, el yodo-131 y otros isétopos, asi come la obtencién de biomélecuias y
células radiomarcadas. - Entre los radiofirmacos més recientes podemos mencionar que
existen agentes 6scos, agentes hepatobiliares, ageites cerebrales, agentes cardiacos y agentes

renales,

1.1.5.1 BIOMOLECULAS RADIOMARCADAS
Marcacion de protefnas: el fibrindgeno marcado con 13y, es utilizado para Ia Jocalizacion
de trombos activos, de esta forma puede prevenirse en un paciente und embolia,  Oua

proteina importante y recientemente empleada es la gammaglobulina humana marcada con

Murtho Pedrazi Lopez
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"™Tc o "n, este compuesto se emplea para la obtencion de imédgenes de procesos
inflamatorios, también se pueden detectar procesos inflamatorios realizando un marcado in
vivo de leucocitos. En 1977 Thakur™ publicé el primer reporte de marcado de leucocitos
con '""In para la localizacion de abscesos. Desde entonces, han surgido brillantes (écnicas
que han mejorado el proceso de obtencién de células radiomarcadas; esto debido a la gran
expectativa que se ha creado en 'torno al marcado de células de una forma répida, sencilla y
eficiente para poder realizarlo rutinariamente. M.- L. Thakur et al., en 1991 reporta el
desarrollo de una técnica que perinite el marcado de protefnas con *Tc dando altos
rendimicntos y conservando la inmunoreactividad del anticuerpo; en 1989 D, Blok et al.,®
describe un método para el marcado de protefnas con 9"'"’I‘c. considerado el radiontclido de
eleccidn para el diagndstico en 1a medicina nuclear,

Desde 1987, casi todas las técnicas para la preparacion de anticuerpos radiomarcados, estdn
encaminadas al uso de! *™Tc con la finalidad de obtener nicleo-equipos para ¢! marcado de

dichas proteinas.

1.1.5.2 MARCADO CON "¢

En fa bibliograffa existe un gran ndmero de artfculos reportando mélodos para el marcado
directo de an(icucrpos mediante cambios de pH, buffers, agentes reductores, ctc.  Sin
embakgo, existe un pobre conocimiento. del mecanismo de marcaje y ello se refleja en la
obtencién de profe[nas marcadas muy inestables. En este lipo de marcajes se encuentra una
excesiva acumulacion de radiactividad en higado (formacidn de coloide), tiroides, estdmago
¢ intestino,

El método para el marcado de anticuerpos es directo, por la reduccién de los puentes
disulfuro de la protefna utilizando 2-Mercaptoetanol, esta técnica fue desarrollada en 1987

(26)

por Schwarz et al., E! anticuerpo intacto es tratado con 2-mercaptoetanol (Fig. 1).

Los puentes disulfuro son convertidos en grupos tiol libres y, en presencia de wn ligante

débil para llevar a cabo un intercambio de ligantes, se forma un complejo estable de T

L,®

anticuerpo formando enlaces "Tc-S-,  En 1992 Z. M. Zhang et al.,™ publicé que la 1gG

Martha Pedrawa Lope:
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puede ser marcada con $9mTc por una prereduccién de anticuerpo con 2-mercaptoetanol,
para la reduccion del pertecneciato se utilizé una alicuota de estafio, demuestran que se
* puede obtener un eficiente marcado con una variedad de ligantes débiles y que la cantidad
dptima de cloruro estanoso es de 2 a 4 ug Esta técnica es simple reproducible y garantiza

una buena evaluacién clinica,

2-mercaptoetanol

H H
sn** : SH H
EHDP HH
Te- PR )
s Te0, /{ HS SH a\

Fig. 1 Marcaje de anticuerpos mediante la unién directa del *™I'c a los puentes disulfuro

reducidos del anticuerpo en presencia de un liganie débil.

Martha Pedra Lipe:
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1.1,6 EL TECNECIO EN LA MEDICINA NUCLEAR

El tecnecio (del griego “techuetos” = artificial) fue aislado en 1937 por C. Perrier y E,

Sepré®®, al irradiar molibdeno en el ciclotrén de Berkeley, California.  En la acwalidad se

conocen mds de 16 isGtopos vy seis isémeros nucleares, por supuesto todos radiactivos, con

masas de 92 a 107 y vidas medias que oscilan entre cinco segundos para el 103 y 2.6

millones de afios para el 97.

TECNECIO - 99

No. atémico 43, No. mésico 99, No. neutrdnico 56.

Metal de transicién del grupo VII B de la tabla periddica, entre el manganeso y ¢l renio;

su_comportamiento quimico es mis semcjante al del renio: forma aniones estables

(pertecneciato), sales y heptasulfuros insolubles.
No. de oxidacién: -1, +1, +2, +3,+4, +5, +6y +7.
Configuracion electrénica: (Kr) 4d® 58,

No. de coordinacion: 4 a 10,

TECNECIO - 99m

Es el radioniclido nds utilizado en todos los laboratorios de radiofarmacia del mundo,
emile radiaciones gamma de 140 Kev (90%) y su tiempo de vida media tisica es de seis
horas. - Se utiliza ¢n forma de pertecneciato y en estado reducido se une a muchas
sustancias (radiofirmacos). = Se utiliza en soluciones nanomolares, | mCi (37MBg)
representa 0.9 ng de peso.

Actividad especifica: 5300 millones de mCi/g.

Qbtencion:  Es relativamente facil por los generadores de Mo/™™Tc.  El término
“generador de “Mo/™"Tc" sc refiere al sistema de los dos radionucleidos, que permite la
separacion_del radionucleido hijo, en forma de pertecneciato (*™c0,), al hacer pasar
solucién salina a través de una columna de alimina que adsorbe fuertemente al
molibdeno. Al proceso de extraccion se llama elucién y a la solucién que arrastra al

pertecneciato se le llama elvido o eluato. - La manipulacion del generador se debe
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efectuar siguiendo los lineamientos de un programa que garantice la calidad del

pertecneciato eluido.

VENTAJAS DEL *Tc EN MEDICINA NUCLEAR

- Es de fécil obtencién : Generador de *’Mo/™™Tc.

- Tiempo de vida media fisica corto (6 horas).

- La energfa de las radiaciones gamma es de 140 Kev, tdcilmente detectadas y proporcionan

imdgenes de alta calidad (monoenergético),

Desintegracién por transicidn isomérica sin radiaciones beta, por lo que se pucden

administrar dosis relativamente altas para efectuar estudios clinicos en menos tiempo y

con menor tiempo de exposicion.

- Se obtiene como pertecneciato, maximo estado de oxidacién (7+). » :

- En forma reducida "™Tc**) se une a los radiofdrmacos, realizdndose dicha reduccidn, ;
por medio de técnicas relativamente sencillas (la més comdn con $n**).

- ' Las cantidades en mCi empleadas permiten hacer estudios dindmicos y cinéticos.

1.1,7 PRODUCCION DE NUCLEO-EQUIPOS DE ™1¢

Un niicleo-equipo de *™Tc es simplemente un vial de reaccion estéril que contiene reactivos
~ quimicos no-radiactivos liofilizados, requeridos para producir un radiofirmaco para un
estudio clfnico especifico después de que se le hace reaccionar con un eluato de “™Te-
pertecneciato. Las sustancias qufmicas primarias en un nicleo-equipo son el ligante y el
‘agenle reductor (por lo general cloruro estanoso), y las sustancias quimicas secundarias son
esuibilizadores y agentes dispersantes.
Los nicleo-equipos son preparados por adicién de una solucién de cloruro estanoso en dcido
clorhidrico a pH=1 (para evitar su hidrélisis) a una solucién de pi neutro que contiene al
ligante, - Esta soluci6n ligante-estanio se ajusta a un pH 5.5 - 6 bajo atmosfera de nirdgeno

para evitar la oxidacion del cloruro estanose y finalinente se adiciona el resto de los

Murtha Pedrazn bope;



Desarrollo del nicleo-equipo 99mTc-lg G humana para la deteceidn “in vivo™ de procesos inflamaiorios

excipientes, De esta mezcla se hacen alicuotas que posteriormente se liofilizan,  Un
radiofarmaco de **Tc se prepara por simple adicion de eluato de pertecneciato en solucién
salina (*"Tc0y) al nicleo-equipo disolviendo el polvo liofilizado. Al realizar esta mezcla
se lleva a cabo las siguientes reacciones quimicas en solo unos minutos: el estafio reduce al
pertecneciato, éste, en un estado de oxidacidn menor es capaz de unirse al liganie

forméandose el radiofdrmaco desea‘do (fig. 2).
St — St o+ 2

TcO, + 8H' + % —> Tc' + 4H,0
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Fig. 2 Reacciones quitnicas que se flevan a cabo en un nicleo-cquipo instantineo durante

¢l radiomarcado con *™Te.
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Sin embargo el grado de reducci6n dependerd de:

a) El oxfgeno presente.

b) La relacién estequiométrica Sn/Tc,

c) Las condiciones en que se lleve a cabo la reaccion.

d) La presencia de un ligante,

¢€) La nawraleza qufmica del ligante,

IMPUREZAS FORMADAS EN LA PREPARACION DE RADIOFARMACOS DE *"Te:

- La presencia de oxfgeno y radicales libres pueden provocar que en la preparacion quede
pertecneciato (*™cO,) como Impureza; ya que se distribuye bioiégicamente en mucosas
y pueden verse imdgenes de eswmago ¢ intestino cuando no son deseadas, en una
solucion saturada con oxfgeno seré mayor la cantidad de Sn** que s¢ necesile para
efectuar la reduccién,

En presencia de oxfgeno, el $nCl, se oxida y no reduce al *™Tc0,

0, + 280"+ 4H' £/ 2Sn** + 2H,0

st + 200 &3 s** + 200

- La descomnposicién radiolftica del complejo de tecnecio reducido puede ocurrir por la
interaccién de especies de radicales libres (RO') con el complejo, por un mecanismo no
definido:

Te - LIGANTE ———»  LIGANTE + TcO/

- Otra impureza serfa la presencia de tecnecio reducido hidrolizado que se caracteriza por la
formacién de un coloide insoluble que se distribuye a bazo e higado. Esta reaccion ¢s
favorecida por valores de pH cercanos a la neutralidad y por una baja concentracidn de
ligante:

TeO, + 38n*t + 1HY £ 21e0* + ISn*t + 6H,0

EI TcO®* es un cation divalente que se une en mayor proporcion al ligante
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MOt 75 TeOOH)" + HY

El TcO(OH) " es un catién monovalente gue se une poco al ligante
TeOOH)* =5 Tc(OH), + H*
El Tc(OH), es una especie neutra que no entra en compuestos de coordinacidn

TC(OH); —lp TCOZ' H 20(,)

El TcO, H,0 es el tecnecio reducido o hidrolizado (coloide).
El ién estanoso también puede hidrolizarse 'y tormar un coloide de hidréxido de estafio
que pucde unirse al tecnecio reducido y competir con el ligante durante la reaccion de-
marcado:

sutt 4+ 200 £S5 Sn(Oly,

- Las impurezas de coloide pueden ser minimizadas por el uso de un exceso de ligante y un

ajuste adecuado del pH.  Las impurezas del pertecneciato pueden ser minimizadas
manteniendo  suficiente concentracion de cloruro estanoso, excluyendo al ox{geno
(atmdsfera de nitrdgeno) y utilizando antioxidantes. Las diferentes especies quimicas de
B presehtes en-los radiofdrinacos pueden ser determinadas por un simple proceso de

radiocromatografa.
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1,18 CONTROL DE CALIDAD DE RADIOFARMACOS
1.1.8.1 CONTROLES FISICOS

a) Caracterfisticas organolepticas
Todo inyectable debe estar libre de particulas visibles a simple vista, con iluminacién
puntuai de ldmpara de tungsteno y fondo blanco y negro.  Con respecto a la aparicion de
turbidez, se considera que, una solucidn inyectable debe ser clara y lfmpida a cxcepeion
de las suspensiones coloidales, microagregados, macroagregados y microesferas.  El
control se implementard por observacién directa utilizando un vidrio plomado o

indirectamente a través de un espejo.

b) Tamano y nimero de partfculas.
S consideran dos tipos de partfculas en suspensién: a) Coloide y b) Macroagregados,
microagregados y microesferas. Dependiendo del grupo de particulas en suspension se
pueden usar distintos métodos, por'ejemplo: para coloides, podemos mencionar pasaje a
través de membranas, microscopfa electrnica o filtracién en gel. Para macroagregados,
microagregados o microesferas basta con un microscopio de buena resolucion y 1na
cdmara cuenta glébulos.

1.1.8.2, CONTROLES RADIONUCLEIDICOS
a) . Determinacion de la actividad
La actividad de los radioférinacos emisores gamma se mide gencralnente en una cimira
de fonizacién, La camara dcbe ser calibrada con un estdndar adecuado, de actividad
conocida y con las mismas caracteristicas geométricas del radioformaco. La esiabilidad
de respuesta del sistema de medicion, se comprueba diariamente con un estindar de o,
%Co, u otro isétopo conocido de perfodo de semidesintegracion largo.
También puede utilizarse un contador Geiger Muller de ventana delgada, comparando la

actividad medida de la muestra con la de un pairdn del mismo isdtopo de actividad
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conocida.  Muestra y pawén se preparan en las mismas condiciones con el fin de

minimizar los errores por diferencias de geometrfa, autoabsorcitn,

b)  Concentracidn de actividad
La actividad frecuentemente se expresa relaciondndola con la medida volumétrica o de

masa. Se expresa referida al dia y hora en que se cfectia la medicién.

¢) Pureza radionucleidica
Se define como la proporcién de la actividad total, que se debe al radionucleido ‘
especifico.  Las impurezas radionucleidicas pueden presentarse como resultado de
produccion del radionucleido, ya sea por impurezas presentes en el blanco a irradiar,
reacciones secundarias producidas en el blanco o subproductos de decaimiento.
Cuando el perfodo de semidesintegracidn de la impureza es mayor que el del
radionuclefdo de interés, el problema se acentia, pues cn este caso la. purcza
radionucleidica disminuird con el tiempo. '
El control de la pureza radionucleidica es impdrmmc para asegurar que la biodistribucion
es caracterfstica del nuclefdo en cuestion y no influenciada por alguna impureza y
también para minimizar la radiacién absorbida por el paciente.
La pureza radionucleidica se determina en el isétopo primario, el que serd incorporado a
diferentes  moléculas. Generalmente el - proveedor espeeifica - las  impurezas

cuantitativamente detectables, indicando los limites de deteccion.

i T
o) »

Se lleva a cabo analizando la energfa y el tipo de las radiacioncs emitidas por la muestra.

Cuando se trata de radiacién gamma el andlisis se realiza por espectrometria gamina o
atenuacién gamma,
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1.1.8.3 CONTROLES QU{MICOS
a)  Deterninacién de pH
Se utilizan los métodos tradicionales como:
- Medidor de pH.
- Papel indicador de pH, de rango adecuado,
Todos los radiofirmacos deben tener concentracién de iones hidrégeno o pH adecuado
para asegurar su establlidad,  EI pH 7.4 serfa el ideal para un radiofdrmaco, sin
embargo, esto no es critico y puede variar entre 1,5 y 9,0 debido al alto poder regulador
de {a sangre y a 108 pequefios volimenes de radiofdrmacos que se administran.

b) Determinacion de fuerza ionica
Es otro de los factores importantes en la estabilidad de un radiofdrmaco, Cuando s
desea diluir una solucién, debe utilizarse preferentemente el .mismo solvente de la
solucién original, especialmente cuando se trata de suspenciones coloidales, dado que al
afiadir un electrdlito pueden producirse agregados del coloide.

1.1.8.4 CONTROLES RADIOQUIMICOS
a) Purea radioguimica
Se define como la proporcién del radionucleido presente en una forma quimica dada.
Tanwo la preparacién como la purificacion de un radiofirmaco influyen en su pureza
radioquimica, Las impurezas pueden aparecer debido a la descomposicion parcial del
compuesto, al medio de preparacion, concentracién de actividad, temperatura y tiempo de
almacenamiento. ,
Los radiofsrmacos pueden existic como simples soluciones de un solo componente o
vmeulas méis complejas.  Para determinar la pureza radioquimica de cllos, es necesario
separar los componenies radiactivos del sistema, utilizando métodos sencitlos y rdpidos
como son: cromatograffa en papel, CLAR, cromatograffa en capa delgada, eleciroforesis,

y filiracioén en gel, etc.
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1.1.8,5 CONTROLES BIOLOGICOS
a) Esterilidad

Se define como tal, la ausencia de toda forma de microorganismos viables,
Todo medicamento que requiere ser administrado por vfa intravenosa, necesita cumplir
estrictamente con las pruebas de esterilidad, ya que de esta manera se estd asegurando de
no introducir en el paciente microorganismos al torrenie sanguineo que traerfa
consecuencias lamentables,  También el usuario debe tomar precauciones, (técnicas
asépticas) en el momento de utilizar el radiofdrmaco, especialmente en aquellos frascos
multidosis los cuales pueden usarse s6lo un corto periodo de tiempo.
Existen varios métodos de esterilizacion, aplicindose unos u otros, segin la nawraleza de
la sustancia a esterilizar, por ejemplo:

- Calor himedo.

- Calor seco.

- Filtracion.

- Irradiacién gamma,
De acuerdo a la farmacopea, el control de la esterilidad puede realizarse en 3 medios de

cultivo: caldo simple o nutritivo, caldo con tioglicolato y medio de Sabouraud,

b) Toxicidad

El estudio de toxicldad tiene por objeto excluir Ja posibilidad de que el radiofarmaco
resulte toxico para el paciente, debido a una eventual contaminacion quimica con alguna
sustancia nociva inanipulada durante el proceso de produccion.

Existen por lo menos 3 fuentes ecsenciales de toxicidad en los radioférinacos; -
radiotoxicidad, toxicidad quimica de los componentes no radiactivos y toxicidad de los
excipientes, ‘

En la préctica el ensayo de toxicidad s realiza en lotes de S ratones de 20 - 30 gramos de
peso. Se les.inyecta en la vena caudal con 0.1 - 0.2 mL de la solucién sin diluir en un
tiempo no mayor a 5 segundos.  Se esperan 6 horas no debiendo morir ningdn animal.

Si muere uno o més ratones se repite el ensayo con otro lote de § ratones los cuales se
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observan durante 24 horas. La actividad inyectada por kg, de peso debe ser 100 - 500
veces la dosis usada en humanos,
¢) Isotonicidad
Una solucién es isoténica, cuando su concentracién osmdtica es igual a la del suero
" sangufneo sin provocar alteraciones quimicas o bioldgicas en éste y/o en sus
componentes.  En soluciones inyectables por via subcutdnea o intramuscular, es
conveniente usar soluciones isotdnicas para mantener la integridad de los tejidos.
El control de la isotonicidad se realiza por descenso crios:céplco, por descenso de la
presién de vapor o por conductimetrfa, éste ditimo presenta la ventaja de poder trabajar

_con microgotas, especialmente cuando se trabaja con soluciones activas,

d) Pirdgenos

Los pirdgenos son endotoxinas, producto del metabolismo de los microorganismos, que
no s¢ eliminan por una esterilizacion convencional, .  Su presencla en soluciones
inyectables, ya sea por via intravenosa o a veces intramuscular, trae consigo una reaccion
tebril que se manifiesta poco después de ser inyectada en un animal homotermo,
provocando variacion de temperatura basal,

La presencia de pirdgenos se deterimina por el procedimiento descrito en la Farmacopea
de los Estados Unidos Mexicanos, modificando solamente el volumen a inyectar.

Se utilizan tres conejos sanos adultos, que no pesen menos de 1500 g, cada uno:  Previo
ayuno de 4 horas, se les toma la temperatura rectal, que no debe variar en més de | °C
entre ellos, ademds no pueden utilizarse animales cuya temperatura basal sea superior a
39,8 °C; También es importante el control de ambientacidn, frecuencia de uso y dieta
de los animales, Generalmente, se inyectan 0.25 a 0.50 mL de la solucion de controlar ,
enla vena marginal de la orcja de cada conejo.  Antes de 30 min. post-inyeccion, se

controla nuevamente la temperatura, repitiendo este control cada hora, durante tres horas.

El volumen a inyectar, depende de la conceniracion de actividad del material que se

controla.  Este debe ser por {o menos equivalente a la dosis por kilogramo de peso
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utilizada en humanos.  En la prictica, se inyecta 3 a 5 veces la dosis humana, para tener
de esta manera un alto factor de seguridad.

También se puede determinar la presencia de pirdgenos utilizando un método in vitro de
ja prueba de Limulus. Este método se basa en la formacién det gel o precipitado de
ciertas protefnas del Lisado de Amebocitos, cuando este se incuba bajo condiciones
asépticas (37 °C pH = 6.8 y tiempo ! hr.) con una solucién que contenga endotoxinas,

Su ventaja es su mayor sensibifidad, la cual es seis veces superior at ensayo in vivo.

e} Distribucion bioldgicd

Debido a la necesidad de contar con datos estimativos de la localizacién bioldgica de un
compuesto radiofarmacéutico, como un instrumento de seguridad antes de ser inyeciado a
un paciette, se efectdan controles de biodistribucién en animales de laboratoria, dichos
estudios no son extrapolables a Jos humanos pero si ofrecen un buen modelo biolégico en
¢l comportamiento de los radiofArmaces,

Durante la etapa de desarrollo e investigacion de un nuevo radiofdrmaco, se realiza el
estudio de afinidad bioldgica refiriendo la actividad en cada uno de los drganos y en

sangre total a la dosis inyectada.

1.1.8.6 ESTABILIDAD

Debido a la gran variedad estructural de los compuestos usados como radiofirmacos, se
pueden esperar varios tipos de descomposicion, siendo los principales hidrélisis, oxido-
reduccion y autorradiolisis.

Ademds de la descompusicién por procesos hidroliticos y oxidatives, los radiofirmacos ven
disininuida su estabilidad debido a la accién de las radiaciones emitidas por elios mismos,
fendmeno conocido con el nombre de autorradidlisis,  La descomposicién por radiacién
depende de lus caracterfsticas fisicas de! radiofirmaco, sicndo mis ahta para los isdtopos de
periodos de semidesintegracion largo, emisores B, como ¢ “C y *H debido a su total

absorcion dentro del conjunto misma.
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La limpieza def material con el cual estd en contacto el radiofsrmaco y ia esterilidad son de
considerar, ya que fa projiferacion de microorganismos en las soluciones puede alterar en

forma notable {a pureza radioqufmica.

a) Estabilidad en niicleo-equipos

En radiofirmacos marcados con radionuclefdos de corto perfodo de semidesintegracion,
s¢ utilizan preferentemente los nicleo-equipos para marcacidn instantdnea “in situ” . En
este caso la estabilidad del radioférmaco s altamente dependiente de la composicion de
su precursor al tiempo de marcacion, ya que la vida Gtil del precursor no marcado es
independiente de! decaimiento radionucleidico.  Es recomendable; por lo tanto, la
eleccion de formulaciones: que presentan la mayor resistencia a la degradacién qufinica.
Dependiendo de la naturaleza dei ligante precursor se pueden realizar pruebas de
estabilidad en anaquel y/o aceferadas. '
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12 MONOGRAFIA DEL INGREDIENTE ACTIVO

NOMBRE,

Ig G Humana. Inmunoglobulina purificada.

PESO MOLECULAR, 150,000 g/mol,

TIEMPO DE VIDA MEDIA BIOLOGICA. 23 dias.

FUNCION- BIOLOGICA. - Fija ¢ complamento. Cruza la placenta. Anticuerpo

RECEPTORES.

usos,

DESCRIPCION,

Aeterocitotrdpico
Linfocitos polinucleares y monocitos.

La lg G purificada puede ser usada como un antigeno de referencia
estdndar, un agente de inhibicion o una protefna enzimatica en una
variedad de inmunoensayos; debido a que esta. inmunoglobulina
contribuye a fa inmunidad contra muchos agemtes infecciosos que se
diseminan por via sanguinea, incluyendo bacterias, virus, parisitos y
algunos hongos, ademds en un proceso - inflamatorio o infeccioso
también hay acumulacién de gamma-globulina, por‘eslo algunos
autores han reportado la obtencidn . de Imdgenes de procesos
inflamatorios con Ig G radiomarcada,””

La molécula de la inmunoglobulina Ig G, esta constituida por cuatro
cadenas polipeptidicas unidas por enlaces disulfuro (Fig 3). Des de

las -cadenas son pequefias, con pesos moleculares de 22,000 y se

(7

denominain cadenas ligeras . Las otras dos, con pesos moleculares
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de 55,000 se denominan cadenas pesadas.  Cada molécula de
inmunogiobulina tiene dos cadenas pesadas y dos cadenas ligeras

idénticas.  El extremo aminoterminal estd en la parte superior y el

carboxiterminal en la parte inferior,

-~

/ p
AX'N ,/

//

[ Cadena pesada
E] Cadena ligera

COOH

Fig. 3 - Esquema de la Ig' G humana que muestra la localizacion de los enlaces disulfuro
entre las cadenas ‘

OBTENCION. La Ig G purificada es separada de suero humano normal por

HUMEDAD.

fraccionamiento y cromatografia de intercambio ionico este prodtic(o
es suministrado como polvo blanco liofilizado (menos de | % de
sodio).

4 %.
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APARIENCIA. Polvo blanco liofilizado.

SOLUBILIDAD. Solucién turbia en una solucién salina isoténica (50 mg/mL de
solucién salina isoténica).

CONTENIDO DE PROTEINA. 97 % por peso,

IDENTIDAD. Inmunoelectroforesis.  Precipitacién en una regidn y a 50 y 250 pg

de inmunoglobina con antigeno de suero humano.
PUREZA. No menos del 95 %.
PRUEBA A HIV, Negativa,

CONTENIDO DE SODIO. Por emisién atémica 0.73 %
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1.3 LIOFILIZACION

En la industria qufmica, una de las técnicas especiales de secado, es fa liofilizacién, 1a cual
tiene una aplicacion limitada, pero dentro de clertas limitaciones esta técnica puede
proporcionar ¢! mejor método a casos particulares de secado y por lo tanto la conservacion
de determinados alimentos, productos farmacéuticos y producios biolégicos, como en el

caso particular que tratamos de la gammaglobulina humana,

1.3.1 DEFINICION DE LIOFILIZACION
La liofilizacién es un proceso de deshidratacién basado en la propiedad que presenta el hielo
de sublimar a bajas presiones lo que permite la desecacidn de productos de alto contenido de

- agua a remperaturas que no sobrepasan los 0 °C. - Los productos liofilizados se identifican
por su gran ligereza, y elevada porosidad.

1,3.2 APLICACIONES , VENTAJAS Y DESVENTAJAS
Por sus especiales caracterfsticas, de todas las técnicas de deshidratacion es la que posee una

mayor gama de aplicaciones. Debe destacarse que es la dnica-técnica ideada por ¢l hombre

que permite conservar VIDA, aunque sélo sea de seres unicelulares.

Aplicaciones: 1) INDUSTRIA FARMACEUTICA:
Vitaminas, antibidticos, enzimas, productoS farmacéuticos inyectables
inestables en solucién acuosa.
2) INDUSTRIA DE PRODUCTOS BIOLOGICOS:

Sucros terapéuticos, vacunas, plasma humano, derivados de la sangre .

Martha Pedraza Lipez
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3) MEDICINA

Bancos de tejidos (piel, cérnea, hueso, arterias, venas, etc.)
4) MICROBIOLOGIA:

Conservacion de cepas de bacterias, hongos virus,
5) INDUSTRIA ALIMENTARIA:

Conservacion de frutas, hortalizas, peces, mariscos, café, etc.
6) MUSEOLOGIA;

Conservacion de insectos, pequefios mamfferos, peces, etc.

La liofilizacién presenta las siguientes ventajas:

Ventgjas:

Desventajas:

1) Minimo dafio a la estructura y textura del producto; al no intervenir calor
en la deshidratacién, no se provoca ningin tipo de alteracidn fisica
(color, forma y apariencia).

2) Mdxima retencion de las propiedades naturales de! producto, el mantiene
todas sus propiedades organolépticas.

3) Mantencién de las propiedades bioldgicas y quimicas.

4)  Facil reconstitucion; gracias a la estructura porosa del producto e} cual

se disuelve instantdncamente al ser puesto en contacto con ef agua,

No todo son ventajas cuando utilizamos la liofilizacién, también exisien
desventajas siendo estas:

1) - Alto capital inicial,

2) Complejidad de !a técnica.

3) Alto costo del proceso,

4) Necesidad de utilizar envases especiales.

1.3.3 OBJETIVOS DE LA LIOFILIZACION

Esta es una técnica sofisticada y de alto costo y debe utilizarse cuando se requiera:
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1) Conservar sin alteracion de sus propiedades, productos que por su estructura compleja y
alto contenido de agua, no puedan ser deshidratados, mediante métodos tradicionales.

2) Conservar alimentos, lograndose con ello: .
a) Estabilidad de sus propiedades en el tiempo.
b) Baja de costo de transporte; evita el uso de la refrigeracién, disminuye el peso y
volumen por la eliminacién del ag\ia.

3)  Modificar la estructura de ciertos firmacos, con objeto de mejorar su solubilidad,
gracias a fa_ caracterfstica de los productos liofilizados de presentar una gran superficie

interna,

1.3.4 EL PROCESO DE LIOFILIZACION

Usualmente la liofilizacién es una operacién discontinua: el congelamiento inicial puede ser
lievado a cabo fuera del liofilizador o también puede scr obtenido por evaporacion al vacio. -
E! recipiente que contiene ia sustancia a secar se sitia dentro de una caja de vacfo (método
usado para secar gran cantidad de recipientes pequefios).  Normalmente se eliminan los
pases incondensables por bombeo, y el agua por condensacion. - Debe suministrarse calor a
la sustancia para proveer el calor latente de vaporizacion, pero el flujo debe de ser lo
suficientemente pequeiio como para que la temperatura del material a secar se mantenga
menor a 0 °C"'?, ‘
Es importante duzante el proceso de liofilizacion cada una de las siguientes ctapas:

a) Congelacion.

b) Secado primario, sublimacién o propiamente liofilizacién,

¢) Secado secundario, desorcién o secado isotérmico.

-1.3.4.1 CONGELACION
Es la més importante de las etapas, ya que de su bucna realizacién depende:
- Toda la marcha posterior dei proceso
- La calidad final del producto
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Todo producto farmacéutico o bioldgico es una mezcla compleja de solutos y agua. Al
bajar su temperatura a niveles inferiores a 0 °C, en su interior se desarrollan numerosas
transformaciones que al completarse el proceso dan origen a la formacién de una MATRIZ
sdlida que va a permitir la sublimacion del producto, cuando se forma esta matriz, toda el
AGUA LIBRE_existente en el sistema estard congclnda.' Pero existe en ¢l producto una
parte del agua que est fijada a la superticie del sdlido por fendmenos de adsorcién y que no
congelard sea cual sea Ia baja temperatura a la que se someta el producto y s¢ conoce como
AGUA ADSORBIDA.

Durante la liofilizacion se eliminard la totalidad de! agua libre y sélo parte del agua
adsorbida.  La importancia de formar una matriz s6lida es evitar que se produzca el
fendmeno conocido como PUFFING. que se produce cuando ain existe una parte del
producto no congelado totalmente, que al ser sometido a bajas presiones ocasionard ia
explosion de la matriz al producirse un aumento brusco del volumen del liquido no
cohgelado. Si la cantidad de l{quido no congelado es alta al producirse el PUFFING, todo

el producto es expulsado fuera de los contenedores y se termina con el proceso.

Si el lquido no congelado estd distribuido en centros microscdpicos en el interior de la
matriz, el proceso terminard bien, pero la calidad del producto se verd afectada por la
desnaturalizacion de éste a nivel de los centros no congelados.  S6lo no daremos cuenta de
este fendmeno después de los resultados del control de calidad a que serd sometido el
producto liofilizado.

1.3.4.2 SECADO PRIMARIO O SUBLIMACION
Terminada la etapa de congelacion se hace vaclo en el interior del liostato comenzando la
sublimacién del hielo y con ello la deshidratacion de! producto.  Durante el transcurso de
esta etapa intervienen en forma paralela dos procesos interdependientes entre sit

1) Transferencia de energfa calor(fica '

b) Transterencia de masa
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a) Transferencig de energla calorffica. La liofilizacion serd basada en la sublimacion del
hiclo, proceso que requiere aporte de energfa, esto parece contradecir la definicion de
liofilizacién, que afirma que ¢s un método de deshidratacion caracterizado por no utilizar
calor, pero no hay tal contradiccién ya que el calor aportado al sistema se gasta en la
sublimacién del hielo, no aumentando la temperatura del producto.

b} Transferencia de masa. Al iniciarse [a sublimacion las moléculas de agua que salen de la
superficie del producto congelado, pasan al interior del liostato dénde se mezcian con las
moléculas de gases incondensables que ahf se encuentran.  Si no retiramos esta mezxcla
de gases del interior del sistema, su presién ird en aumento dificultdndose con ello la
sublimacién del hielo, al impedir sus moléculas la libre salida de las moléculas de agua de
la superficie congelada, como consecuencia se produce un alza en la tcmperatura'dcl
producto lo que llevard a la fusién de este.” Se hace necesario eliminar el vapor de agua
del sistema, para cumplic esta finalidad el equipo dispone de un aparato llamado
condensador, que por lo general es un cilindro de acero inoxidable en cuyo interior existe
un serpentin conectado a un equipo de refrigeracién, que enfrfa sus paredes
manteniéndolas a -50 °C, lo que permite la condensacién del vapor de agua en su
superficie frfa,

La transferencia de masa, por lo tanto, estd regulada por la diferencia de presion, entre la
presidn de vapor de la superficie congelada del producto y la presién del vapor del
condensador.

E! vapor de agua que se produce durante la sublimacién, es atrapado por el condensador.
A la bomba de vacio corresponde la eliminacién de los gases incondensables existentes en
¢l interior del equipo que deben ser retirados del sistema para que no impidan la libre
salida del vapor de agua de la superficie congelada.  Junto a los gases climinados por la
bomba sale el oxigeno, lo que permite una mejor conservacién del producto terminado; a
medida que avanza el proceso, se van formando dos fases bien definidas: una superior
seca y porosa, constituida por el producto ya sublimado y. otra inferior constituida por el

producto aun congelado,  E1 limite entre ambas fases sc conoce como interfase, la que
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ird bajando en Ia medida que avanza la liofifizacion hasta que desaparece el dltimo cristal
de hielo; en este momento termina el secado primario produciéndose un brusco aumento
de la temperatura de} producto, comenzande con effo la tercera etapa de la liofilizacion:

el secado secundario o desorcion.

1.3.4.3 SECADO SECUNDARIO, DESORCION O SECADO ISOTERMICO

Al terminar la etapa anterior, el producto se ha transformado en una materia seca y porosa,
en su interior queda el agua adsorbida y parte de vapor de agua atrapado en su superficie
esponjosa, El objeto del secado secundario es eliminar parcialmente el agua adsorbida y el
vapor de agua atrapado en el interior del producto, Cuando comienza el secado secundario,
ha sido eliminada toda el agua libre existente en el producto. La humedad residual en este
momento fluctia entre el 2 al 5%, constituida principalmente por agua adsorbida. =~ El
producto esta pricticamente seco y puede elevarse su temperatura para eliminar fa humedad
remanente hasta llegar a fos I{mites de humedad residual descada, cuidando siempre que ¢!
aumento de temperatura no leve a la desnaturatizacion. La temperatura de desorcién es
" caracteristica para cada caso en particular,

El objetivo de esta etapa es alcanzar un contenido de humedad residual (H.R.)que pérmita
fa bucna conservacion del producto en ¢l tiempo, no existiendo un valor tipo de H.R., ya

que es caracteristico para cada caso.

Et conocimiento de la H.R, 6ptima para cada producto es de vital importancia, ya que si la
H.R. es mayor a la dptima, se va producir la descomposicion del producto debido a su alto
contenido de agua. En cambio, si su humedad es menor a fa Optima, va haber un aumento
de costos de produccién por prolongacion innecesaria del proceso; existiendo ademds
grandes posibitidades de alteracién de Ja estructura interna del producto que afectard la

calidad del mismo.
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1.4 VALIDACION

La Industria Farmacéutica est4 especialmente interesada en la validacion de métodos debido
al gran incremento de nuevos productos que tienen que ver con la safud y que requicren de
métodos de andlisis apropiados.

Una parte integral del desarrollo de un método analitico es la validacién del misimo, es
decir, el método debe probarse para determinar su efectividad. La validacién generalmente
incluye una evaluacién de la precision, linealidad, exactitud y especificidad, y proporciona
una medida del comportamiento del método,

1.4.1 DEFINICION DE VALIDACION
-——‘La validacién del método puede definirse como el proceso por el cual queda establecido, por
estudios de laboratorio, quela capacidad del método satisface los requisitos para las
aplicaciones analiticas deseadas. La capacidad se expresa, en este caso, en términos de
parémetros analiticos. El proceso de validacién de un método en particular estd basado en
principios cientificos adecuados y ha sido optimizado para propésitos précticos de medicién.

1.4.2 DEFINICION DE PARAMETROS
Linealidad. La linearidad de un sistema o método analitico es su habilidad para asegurar
que los resultados analiticos, los cuales pueden ser obtenidos directamente o por niedio de
una transformacién matemtica bien definida, son proporcionales a fa concentracié}t dela

sustancia dentro de un intervalo determinado.

Exactitud.  La exactitud de un método analitico es la concordancia entre un valor obtettido

experimentalmente y el valor de referencia.  Se expresa como el porciento de recobro
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obtenido del andlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas de la

sustancia.

Precision.  La precision de uny método analitico es el grado de concordancia entre resultados
anallticos individuales cuando el procedimienio se aplica repetidamente a diferentes
muestreos de una muestra homogénea del producto.  Usualmente se exprt{:sa en términos
de desviacién estdndar o del coeficiente de variacion.

La precisién es una medida de! grado de reproducibilidad y/o repetibilidad del método
analitico bajo las condiciones normales de operacidn.

a)  REPETIBILIDAD.  Es la precisién del método analitico expresada como la.
concordancia oblenida entre determinaciones independientes realizadas bajo las mismas
condiciones (analista, tiempo, aparato, laboratorio, etc.).

b) REPRODUCIBILIDAD. Es la precision de un método analitico expresada comoa la
concordancia entre determinaciones independicntes realizadas bajo condiciones diferentes
(difercnte analista, en diferentes dias, en el mismo yfo en diferentes laboratorios,

utilizando el inismo y/lo diferentes equipos, etc.).

Limite de deteccidn.  Es la minima concentracion de una sustancia en una muestra la cual
puede ser detectada, pero no necesariamenie cuantificada, bajo las condiciones de

operacion establecidas.

Especificidad.  Es 1a habilidad de un método analftico para obtener una respuesta debida

Gnicamente a la sustancia de interés y no a otros componentes de la mucstra,
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1.5 ESCINTIGRAFIA

La escintigratia naci6 en los afios cuarenta asociada al cdiicer; las metdstasis y los procesos.
inflamatorios aparecen claramente diferenciados en el monitorf asf los médicos contemplan
el wamafo, la forma y la localizacién exacta del problema sin necesidad de intervenir al
paciente y deciden si hay que actuar.  Con respecto 2 la instrumentacion, el requisito bésico
consiste en una cdnara gam}na planar acoplada a una computadora, resulta lucgo posible
visualizar los sitios en que se depositan los anticuerpos mediante la produccitn de imdgenes
externas.  Este procedimicnto conocido como radioinmunoescintigrafia estd adquiriendo
cada vez mayor difusion a medida que se desarrollan mejores anticuerpos y téenicas de
marcucion que emplean isotopos mds adecuados, El isétopo mas utilizado es el teenecio
99m, que por sus corto periodd de desintegracién es muy apropiado para este tipo de
exploraciones.  Los requisitos necesario para fa escintigrafia son un an(icuerbb 0 un
proéucm qufmico de ‘buena calidad (elevada afinidad o especificidad), un marcador
adecuado con un sistema de marcacion que no afecte la inmunoreactividad y un sisteina de
obtencién de imigenes externo para localizar ¢l anticuerpd después de administrario al
paciente.  Esta técnica es relativamente poco invasora.  Consiste en la administracion del
anticuerpo marcado a un paciente (que generalmehtc no necesita someterse a una
preparacion especial) y la-visualizacién después de transcurrido un tiempo adecuado (que
puede variar entre algunas horas y algunos dfas), en el caso de un proceso inflamatorio o
infeccioso donde hay acumulacion de gamma-globulinas, algunos autores han reportado fa -
obtencién de im4genes de procesos inflamatorios con Ig G radiomarcada® , 4 - 6 y 24 horas
después de la inyeccién, con una dosis de 1.0 mg de g G y una actividad de 300 MBq.""’
Los isétopos maniticstan su |)résencia mediante una emision muy caracterfstica de rayos
gamma, que atraviesa los tejidos y puede ser captada con una cdmara sensible a estas
radiaciones.  Sus fotones producen un centellco especial en la pantalla de ia cdmara, que es
imerpretado por un complicado programa informdtico, - La computadora permite comprobar

la forma del 6rgano y su funcionamiento,
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se¢ ha comprobado que la IgG policlonal bumana radiomarcada con In-111, es efectiva para la
localizacién de una gran variedad de organismos infecciosos incluyendo bacteriss gram-
positivas y gramvnegativas, Mycoplasma pneumoniae, Pneumocystis carinii, Histoplasma
capsulatum y Candida albicans. |

En 1994, Frederick et al."”) estudiaron prospectivamente a 53 pacientes con sospecha de
infeccion mediante el empleo de gammaglobulina policlonal humana radiomarcada,
Concluyeron que la 1gG policlonal ticne una sensibitidad del 97,9 % y una especificidad del

94 % para la deteccion de procesos infecciosos e inflamatorios,

Por otro lado, el radiomarcaje con Tc-99m tiene mds ventajas sobre el marcado con in-111
en cuanto a dosimetrfa y costo. As{ mismo, el marcado con Tc-99m de la 1gG, podrfa
basarse en las técnicas ya descritas para el marcado de anticuerpos monoclonales debido a su
estructura proteica, En el Instituto Nacional de nvestigaciones Nucleares, en 1994, G,
Ferro y J. Lezama estudiaron el desarrolio de formulaciones liofilizadas para el marcado
con 99mTe de anticuerpos IOR-CEA1 mediante la reduccién de-los puentes disulfuro ¢n

| (O]

presencia de EHDP - como ligante débi En dicho reporte se concluye que la técnica

también puede ser aplicada para ¢l marcado de ‘cualquier tipo de protefnas.

Por wanto, se ha elegido este tema de tesis para desarrollar una formulacion liofilizada que
permita el marcado instantineo de gamma-globulina humana con 99mTc y, de esta forina,

poder detectar también procesos inflamatorios o infecciosos “in vivo”,
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~ 3. OBETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL.

Deu}rollo de una formulacién liofilizada pmv ¢l marcado de lgG-Humana con

MmTe, il en el radioinmunodiagndstico de procesos inflamatorios.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

8) Desarrollar fa formulacion liofilizada del niicleo-equipo IgG- Sn (conejo)

b) Llevar a cabo el radiomarcado de Ia Ig G con PwTc y obserﬁr la estabilidad del
complejo 99mTc-IgG. :

€) - Realizar las pruebas de estabilidad del nicleo-equipo liofilizado.

d) Realizar los estudios de biodistribucién en conejos con procesos inflamatorios,

e) Desarrollar la formulacién liofilizada del nicleo-equipo IgG Humana.

Martha Pedeaza Lipe:
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4. HIPOTESIS

Dado que uno de los principios para la preparacién de una formulacion instantdnea con la

que pueda obtenerse una gammaglobulina (IgG) radiomarcada con Tc-99m, se basa en la

unién directa de éste a los grupos sulfhidrilo reducidos de la proteina a_través de un
_intercamblo de ligantes, entonces, mediante ensayos de formulacion, se podré seleccionar al
- ligante débil, agente reductor y excipientes asf como sus concentraciones necesarias para la
obtencién de 99MTc-IgG que cumpla con las especificaciones de poseer una pureza
radioquimica mayor al 90 %, permaneciendo estable al menos 24 horas.

Martha Pedraza Lépey
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S. DESARROLLO EXPERIMENTAL

$.1 MATERIALES Y REACTIVOS

MATERIALES
" Membranas de 0.22 um, Millipore Co,: Tiras de fibra de vidrio impregnadas con sflica gel
(ITLC-SG), Gelman Sciences Inc.; Micropipetas SOCOREX swiss de 5 a 50 ulL y de 100 a
1000 uL; Puntas para las pipetas SOCOREX swiss; frascos viales de 10 mL; Tapones de
hule ranurados de 20 mm de di§metro; Retapas de aluminio de 20 mm de didmetro. |

REACTIVOS.
2-Mercaptoetanol, Sigma M6250; Gamma globulina de conejo, Sigma G-0260; _Nitrégeho
de alta purcza LINDB;‘ Cloruro estanoso anhidro, Sigma $2752; Seroalbumina humana
(HSA). Sector Salud 3662, México; Eluato de 99MTcO, oblenido de un generador
“Mo/™Tc GETEC-ININ: Etanol-1-hidroxi-1,1,-difosfato (EHDP), sintetizado en el
laboratorio de desarrotlo del ININ..

Gammagiobulina humana, Sigma 1-4506, Purificado por . electroforesis aprox,
9% de pureza, contenido de cloruro de sodio 2-4%, humedad 14 %. Todos los otros

reactivos fueron de 1a marca JT Baker

MATERIAL BIOLOGICO.

2 conejos de la raza Nueva Zelanda.
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5.2 EQUIPO

Espectrofotémetro U.V., Beckman, modelo 35; Detector de centelleo sblido, Nal(Tl)
Nuclear Medical Laboratories, Inc.; Cromatografo liguido de alta resolucién (CLAR),
Laboratory Data Control con columna de filtracién de gel Protein Pak 300 SW (waters);
Colector de fracciones coll-300, Pharmacia; Liofilizadora Virtis, modelo 10-100; Campana
de flujo laminar VECO; Detector electrénico para detectar vacfo (Electronic self sensing
feak detector), modelo B)-60; Gammacdmara Anger (en el {nstituto Naciona! de Pediatrfa).

8.3 METODOS

8.3.1. IDENTIFICACION DE LA GAMMAGLOBULINA HUMANA
Cromatografia iguida de alta resolucion (CLAR). Se uso un sistema de CLAR  Laboratory

Data Control con una columna de filtracion en gel Protein-Pak 300 SW (waters) y un
detector de U.V, a 280 am. La columna fue lavada con 20 mL de solucion amoniguadbra
de fosfatos 0.01 M, pH 7.5, enfriada a 4 °C y purgada previamente durante 15 minutos con
nitrdgeno,  Este sistema se adaptd a un colector de fracciones donde el flujo fue de |
mL/min, Posteriormente se inyectaron S00 pL. - de una solucion de Ig G 2 una concentracion
de 5.0 mg/mL. Como fase movil se utilizé amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 con
un flujo de 1.0 mL/min, hasta que el pico de ia protelna se obtuvo, determinando de esta
forma el tiempo de retencién. Dado que la gammaglobuliﬁa (fg G) humana ticne ci mismo
comportamiento quimico que la Ig G de conejo, se realizaron formulaciones de esta dltima

bajo la mismas condiciones.

Cromatografla instanigneg en capa fing, ITLC-SG. (tiras de Ix 10 cm).  Se consider6

separar de una forma rdpida los cuatro posibles radiocompuestos presentes en la

formulacién, es decir, ¢} pertecneciato que no se reduce *™c0,). ¢ tecnecio-99m
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hidrolizado (*™TcO, H,0), el complejo ™"Tc-ligante débil y el complejo **Tc-
gammaglobulina,  Para este fin se prepararon muestra de 2 mg de gammaglobulina de
conejo reducida en un volumen de 4.5 mL més 15 pL de un nicleo-equipo de EHDP-Sn
reconstituido con 5 mL de solucidn salina isoténica. A esta solucién se le adiciond 0.5 -
1.0 mL de solucién de pertecneciato de sodio con una actividad de entre 2 y 5 mCi (74 -
185 MBq) eluido de un generador GETEC *Mo/®™Tc,  Posteriormente en tiras de 1x 10
cm de ITLC-SG se les aplicd 1 uL de muestra radiactiva.  Después de eluirse en los
diferentes sistemas de elucion se cortaron en dos fracciones y se leyo su actividad en un
detector de centelleo s6lido. |

Los sistemas de elucién utilizados para el andlisis fueron:

ITLC-SG Solucion salina al 0.9 % ®Te0; + “™Teligante débil
ITLC-SG Acetona BT,
ITLC-SG (HSA)* | Hidréxido de amonio:Etanol: Agua | ®™Tc-Ig G + *™Tc ligante débil +
1:2:5 o i re0,

*Las tiras fueron saturadas con seroalbimina humana para hacer eluir a la protefna, se
prepararon sumergiéndolas en solucién salina conteniendo seroalbimina humana (5 mg/mL)
durante 30 minutos™,  Posteriormente fueron lavadas con agua destilada y se dejaron secar

a temperatura ambiente.

8.3.2 VALIDACION DE LA CUANTIFICACION DE LA Ig G MEDIANTE
' CLAR Y ESPECTROFOTOMETRIA U.V,
Debido a que el método de purificacién es por CLAR ~este fue validado, los pardmetros

evaluados fueron:
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Linealidad del sistema. Se determind, construyendo una curva de calibracién
{concentracién vs respucsta medida) utilizando 50, 80, 100 y 120 % preparadas a partir
de una misma solucién patrén y haciendo analisis por duplicado para cada dilucion.  El
100 % correspondié a la formutacion del fiofilizado cuyo contenido es de 2,5 mg de
gammaglobulina por vial bajo el siguiente protocolo.

o Sc aplicaron las diluciones correspondientes para fa obtencién de cada nivel.

o Se inyectaron en el CLAR, por duplicado, 500 microlitros de cada nivel para la
cuantificacion de la concentracion,

¢ Con los datos obtenidos se calculé fa pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente
de correlacion, es decir la ecuacitn de la recta.

CRITERIO: CV=<1.5%

12099, r*2098

Precision del sistema, - Se determiné por el analisis sextuplicado de una misma solucién
estandar (5 mg/mL) correspondiente al 100 % establecido en la lincaridad del Qistema.
e Sec p;cparé una solucion de anticuerpo de 5 mg/inL.
o Se realiz6 el analisis sextuplicado de la solucién mediante la inyeccidn de muestras de
500 microlitros al CLAR, ‘
¢ Con los resultados obtenidos se calculé ef coeficiente de variacién,
CRITERIO: CV<15 %

Exactitud y repetibilidad al 100 %,
o Se pesaron seis muestras de 50 mg de gammaglobulina afordndose, por separado, a un
volumen de {0 mL con solucion amortiguadora de fosfatos 0.1' M, pH 7.4
o Se inyectaron en el CLAR, 500 microlitros de cada solucién para la cuantificacién de
la concentracion.
o Con los datos obtenidos se calculo ¢l coeficiente de variacion,

» CRITERIO; El porciento recuperado debe serde 98-102 %ycl CV<2 %

Martha Pedrazt Lope:

n



Desarralla del nidcles-equipa Ymile-Ig G hamana para la deteceidn “in viva” de procesos inflimatorivs

En forma similar se realizd para el inétodo espectrofotomnétrico U.V,

$3.3 FORMULACION DEL NUCLEO-EQUIPO LIOFILIZADO

a) ELECCION DEL AGENTE REDUCTOR.,

La soluclén de anticuerpo (5 ing/mL) fue reducida empleando 1.5, 2.5 y 5 pl. de 2-
mercaptoetano} (2-ME) por cada 2.5 mg de anticuerpo, La mezcla del agente reductor y el
anticuerpo se dejd reaccionar por 30, 40 y 45 minutos a temperatura ambiente (18- 20 °C),
La solucidn resultante fue purificada por CLAR con una columna de gel Protein Pak,
Como fase mévil se utilizé amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 con un flujo de 1.0
mL/min,  La concentracidn final del anticuerpo reducido obtenido se determing pot
espectrofotometrfa UV,  Utilizando para la curva estdndar, gammaglobulina de conejo con
una concentracién de 0,312, 0.625, 1,25, 2.5 y 5.0 mg/mL.

Posteriormente a la gammaglobulina de conejo reducida y purificada en un volumen de 4.5
mL, se le adicioné 15 uL de un nicleo-equipo de EHDP-Sn reconstituido can 5 mL de
solucién salina isoténica, A esta solucion se le adiciono 0.5 - 1.0 mL de solucién de
pertecneciato de sodio con una actividad de entre 2 y § mCi (74 - 185 MBq) eluido de un
generador GETEC *"Mo/”™Tc.  Posteriormente en tiras de 1x 10 cnt de ITLC-SG se les
aplicé | pL de muestra radiactiva, Después de eluirse en los diferentes sistemas de elucion

se cortaron en dos fracciones y se leyd su actividad en un detector de centelleo slido.

En otras muestras de Ig G de conejo con la misma concentracion, se empled 1.7, 2.8 y 5.6
mg de dcido ascorbico como agente reductor, los tiempos de reduccidn fueron los mismos
pero en este caso 1o se levd a cabo una purificacién posterior,” ‘Después de reducir se
procedié a formular fa protefna de ja misma forma que para las muestra reducidas con 2-

mercaptoctanof,

b) ELECCION DEL LIGANTE DEBIL..
Se prepararon sofuciones de EHDP-Sn con distinta concentracion de cloruro estannso.

Mt edraza Fipe:
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Solucin A, Se disolvieron 280 mg de EHDP en 16 L. de agua inyectable, Aparie, se
pesaron 20 mg de cloruro estanaso anhidro y se disolvieron en 0.4 ml. de dcido clothidrico
concentrado bajo atmdsfera de nitrdgeno, posteriormente la solucién se ajusté a un volumen
total de 12,5 mL con agua inyectable purgada con nitrbgeno, esta solucion 4cida de cloruro
estanoso se adiciond a la solucién de EHDP y el pH se ajusté a 7.0 empleando NaOH 0.5
N, sin dejar de agitar se agrego 80 mg de Pluronic y 10 mg de 4cido gentisico, por ultimo
se {levo a un volumen final de 80 ml. con agua inyectable. Finalmente se dosificé cn 2 mL
y liofikiz6,

De igual manera se prepararon dos soluciones mds, con distintas concentraciones de cloruro
es1anoso: solucidn B de EHDP-Sn con 40 g de cloruro estanoso y sofucién € de EHDP-

Sn con 100 mg de cloruro estanoso.

Preparacion de la _solucion GLUCONATQ-Sn.  Selucidn A se disolvieron 280 mg de
GLUCONATO en 16 mL de agua inyectable, -Aparte, se pesaron 20 mg de cloruro estanoso
anhidro y se disolvicron en 0.4 mi de 4cido clorhidrico concentrado bajo atmésiera de
nitrdgeno, posteriormente la solucién se ajusté a un volumen total de 12.5 mL con agua
inyectable purgada con nitrégeno, esta solucidn dcida de cloruro estanoso se adiciond a la
solucion de EHDP y ¢l pH se ajusté a 7.0 empleando NaOH 0.5 N, sin dejar de agitar se
agrego 80 mg de Plumnic‘y 10 mg de 4cido gentisico, por ultimo se llevé a un volumen
final de 80 mL con agua inyectable. - Finalmente se dosificé en 2 ml. 'y liofilizd.  Se
prepararon de igual forma dos soluciones inds con 40 y 100 mg de cloruro estanoso sobucidn

B y solucion C respectivamente,

FORMULACION (Preparacion de las mezclas)

En seis frascos viales conteniendo 4.5 ml, de solucién de anticuerpo purificado (reducido
con 2-mercaptoetauol), a tres frascos (M-1, M-2, M-3) se adicionaron 5 pL de un niicleo-
equipo de EHDP-Sn, (solucion A, B y C respectivamente).  Los niicleo-equipos de EHDP-
Sn se reconstituyeron con 5 mL. de solucion salina. A los tres frascos restantes (M-4, M-5,

M-6) se les adiciond 15 pL de un nicleo-equipo de GLUCONATO-Sn (solucién A, B, y C

Martha Pedrscn Lipe;
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respectivameme). Los nécleo-equipos de GLUCONATO-Sn s¢ reconstituyeron coit 5mbL
de solucién salina. A estas formulaciones s€ les adiciond 0.5 nbL de solucion de
penecneciato de sodio con una actividad entre 2y5 mCi (74 - 185 MBq) eluido de un
generador GETEC ®Mo/ " Te, Posteriormente en tiras de Ix 10 cu de ITLC-SG se les
aplico | L de muestra radiactiva. Después de eluirse en los diferentes sistemas de elucion

se cortaron en dos fracciones Y sé leyd su actividad en un detector de centelleo solido.

FORMULACION M-1 FORMULACION M-4
igG policlonal ey 2013 1gG policlonal " 2.0mg
sCl T 1.5pu8 SnCl; e Ling
EHDP oo 20018 GLUCONATO o 2101
Pluronic s - 6.0PB Pluronic e 60 pE
Acido gemisico e 07518 Acido gentisico e 07512
Fosfato dib&fco de sudio e 10,328 Fosfato dibdsico de sodio e 10,32 my
Fosfata monobdsico de sodio e 275m3 Fosfato monobdsico desodio o 2,78 mp

FORMULACION M2 FORMULACION M-S
3G policlonal " 2.k0 mg 1gG puliclonal ‘ e 202
SnCl, T X T SoCh B X T
EHDP e 210BE GLUCONATO . 7 21.0 pg
Pluroic .. 60pg  Pronic o 6018
Acido gentisico e 07518 Acido gentisico 0.75 1
Fosfaio dibasico de sodio e 10.32mg Fostaw dibdsico desodio e 10,32 mg
Fusfato monobasico de sodio veeer 2158 Fosfato monobisico de sodio e 215 W

FORMULACION M3 FORMULACION M6
I G policlunal ‘ Vs 2,0mME 1g G policlnal 2,0 mg
SoCl, L L5pg et .. 1,508
gwop . - 21,0 g GLUCONATO " 21.0p¢
plwowc " 6.0 g Pluronic : S R
Acido gewisico 0.75 ng Addo gemtisico. T 0.75 12
Fosfato dibasico d¢ sodio e 10.32 mg Fosfato dibdsico de sodia Lo 1032
Fosfato nonohdsico desodio e 2.75mg Fusfato monobisico desodio e 2,75 mg
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5.3.4 ESCALAMIENTO DEL TAMANO DE LOTE

De las muestras que mejor resultado de pureza radioquimica presentd, se selecciond la
muestra M-2 para realizar la formulacién por lote de 4 muestras, Para esto se fraccionaron
4 muestras de 500 pL. de gammaglobulina, se realizd la reduccién con 2-ME en forina
individual y posteriormente se purificd cada muestra por CLAR con una columna de gel
Protein Pak. Como fase movil se utiliz6 amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 con un
flujo de 1.0 mL/min. Cada muestra purificada se vacfo dentro de un matraz de tres bocas
con una entrada de nitrdgeno para crear la atmdstera inerte, (fig. 3) una vez mezcladas las 4
muestras dc gammaglobulina reducida y purificada, se adiciond 60 pL de un nicleo-equipo
de EHDP-Sn (solucion B), reconstituido con 5 mL de solucin salina previamente purgada
con nitrGgeno, la solucién se agit6 con una velocidad de mezclado de 150 r.p.n., (se
realizaron tres lotes de 4 muestras variando los tiempos de agitacion que fueron de 1.5, 2.5
y 5.0 min., después de adicionar ¢| EHDP-Sn) finalmente se filtro empleando una
membrana de (.22 micras y se procedid a fraccionar colocando 4.5 mL de solucion, ¢n
frascos tipo penicilina de 10 mL; a estas formulaciones se les adiciond 0.5 mL de solucion
de pertecneciato de sodio con una actividad entre 2 y 5 mCi (74 - 185 MBq) cluido de un
generador GETEC *Mo/™™Tc.  Posteriormente en tiras de tx 10 em de ITLC-8G se les
aplicé- | pL de muestra radiactiva. Después de eluirse en los diterentes sistemas de elucion
se cortaron en dos fracciones y se leyd su actividad en un detector de centelleo sdlido.

Con ¢l tiempo de mezclado que reporto un mejor porcentaje de marcado se realizd un
escalamiento del mimero de muestras por lote,

Se realizd el mismo procedimiento con fotes de 5, 6 y 7 muestras.
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Y,

N2
Adicidn de
Atmosfera inente witras purificadas
antes de adicionar - ntuestras purificadas

2-mercaptoetanol

Parrilla de agitacion

OOO

Fig. 4 Sistema de agltacién en condiciones inertes.

$.3.5 ELECCION DEL CICLO DE LIOFILIZACION
Se realizd esta prueba con la formulacion M-2.  Se prepard como solucion esiéril y libre de
Pirbgenos.  Cada mezcla en solucion fue esterilizada por filtracion  a través de una
membrana de 0.22 um, depositadas en frascos dmpula previamente esterilizados y
congeladas con nitrdgeno liquido. . El producto congelado fue liofilizado. ~ Se realiziron
dos ciclos de liofilizacion, en el ciclo A se aumentd el tiempo de secado primario v én ¢l

ciclo B se aumenté el tiempo de secado secundario.

Muriha Pedria Lopes
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CiCLO A: Temperatura ded producto (°C) Tiempo
-40a-25 40 min.
<25a-10 1§ horas

RUFY] 1 hora

0al5 3 horas

acLos: Temperatura del producto (°C) Tiempo
403 -25 40 min.

-25a-10 35 min.

-10a0 1 hora

0als 1§ horas

A cada !btc prueba que se liofilizé se le realizaron los siguientes controles:
- Prueba de pureza radioguimica (antes y después de liofilizar)
- Pruebas de vaclo '
- Determinacion de humedad
- Prueba de esterilidad y pirgenos

5.3.6 CONTROL DE CALIDAD DEL NUCLEO-EQUIPO
Contro de calidad radioguimico

La purcza radioquimica de! anticuerpo marcado fue determinado por cromatografia
instantdnea en capa fina (ITLC). Los sistemas ulilizados para el andlisis fucron:

 SOPORTE: ITLC-SG ITLC-SG ITLC-SG (HSA)
SOLVENTE: NaCl 0.9 % Acetona  NH,OH:etanol:H,0 (1:2:5)
Rf ™71c0,: 0.9-1.0 0.9-1.0 09-1.0
Rf ™ Tc(reducido) : 0.0 0.0 0.0
Rt "Telg G : 0.0 0.0 ' 0.7-1.0
Rf ¥"Tc-EHDP : 0.9- L0 0.0 09-1.0
Martha Pedraza Lipet
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100 pL de l1a solucidn radiactiva conteniendo el complejo mrc-1g fueron inyectados a un
sistema de CLAR usando una columna de filtracién en gel Protein-Pak 300 WS (waters)
empleando como fase movil amortiguador de fosfatos 0.1 M, pH = 7.4 con un flujo de
1.0 mL/min, obteniéndose un cromatograma. La columna fue adaptada a un colector de
fracciones, de tal forma que se colectaron volimenes de 1.0 mL cuya radiactividad fue
medida en un detector de centelleo s6lido de Nal(Tl). Graficando radiactividad conura el

nimero de fracciones colectadas se obtuvo un radiocromatograma de anticucrpo marcado

con *™Te.

D inacion del porciento. de humedad
A las muestras liofilizadas se les mand6 al Departamento de Andlisis Quimico dei
Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares para determinarles ¢l contenido de agua,
El método empleado fue el de valoracion yodométrica de Karl Fischer.

Erugbas de esterilidad
Las pruebas de esterilidad se realizaron sembrando asépticamente 1 mL del radiofirmaco
en tubos conteniendo medios de cultive tiquido de tioglicolato y en tubos con medio de
cultivo de caldo digerido de caseina:-soya e incubando a 37 °C y 25 °C respectivamente.
Los tubos sembrados fueron revisados diariamente por 14 . dfas posteriores a fa
incubacién.

Deterniingcion de Pirdgenos
Se realizé in vitro empleando el lisado de amebocitos de limulus (LAL) mediante la

siguiente técnica.

a)  PREPARACION DEL CONTROL POSITIVO. St reconstituyo asépticamente el
frasco que conticne endotoxina con 5 mL de agua inyeciable estéril y libre de pirégenos.

Cada L de esta solucién contiene 500 uL/mL de endotoxina de E. coli.  Sc diluyd ésta

Martha Pedraut Lipe:
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con agua estéril y libre de pirégenos hasta obtener una concentracién de 0.05 pg/mL.
Se coloc6 0.1 mL de esta solucion con Q. | mL del reactivo LAL en un tubo estéril y libre
de pirdégenos y se incubé a 37 °C por 60 minutos.

b) PREPARACION DEL CONTROL NEGATIVO. Se colocaron 0.1 mL de agua
inyectable con 0.1 mL del reactivo de LAL en un tubo estéril y libre de Pirégenos y se
incubd a 37 °C por 60 minutos.

¢) PREPARACION DE LA MUESTRA. Se colocaron 0.1 ml. de buffer de fosfatos
(purificado en el CLAR y mezclado en ¢l mismo matraz en que se formuld la Ig G,
siguiento el mismo procedimicnto de formulacién para la Ig G sin incluir la proteina, se
fraccioné y liofilizé junto con el mismo lote de Ig G y 0.1 mL del reactive LAL en un
tubo estéril y libre de pirdgenos, se incubé a 37 °C por 60 minutos. El mismo
procedimiento se repitié pero empleando una dilucién 1:10 del radioférmaco.

d)  Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, los tubos fueron invertidos 180°
cuidadosamente, la presencia de un gel fijo en el tubo conteniendo la muestra, como se

presenta en cl control positivo, indica la presencia de endotoxinas bacterianas.

5.3.7 ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL NUCLEO-EQUIPO.
Radiomarcado y estabilidad del complejo ®Tc-Ig

Se colocé el vial en un blindaje de plomo y se identificé, La reconstitucién del nicleo-
equipo se llevé a cabo adicionando 2.5 mL de pertecneciato con una actividad de 5 a 8
mCi (185 a 296 MBq) efuido de un generador GETEC *Mo/™™Tc. . El rendimiento y la
estabilidad de la solucién radiactiva se determiné a los 0, 2, §, 15, 20, 30 minutos y 1, 2,

3, 4, 24 horas.

40 0,
Después de obtener la formulacion, se prepararé un programa de estabilidad del producto

liofilizado con muestras sometidas a las siguientes temperaturas: 4°C y 37°C,

Mantha Pedroza Lipez
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Un lote se guardd en refrigeracion a 4°C.  La pureza radioqumica se determind el mismo
dfa de la preparacién y al primero, tercero y sexto mes posterior a la preparacién,
Otro lote se sometié a 37 °C y se muestreo a los 0, 30, SO, 60, 80, 90 y 100 minutos

determindndose la pureza radioquimica.

$.3.8 ESTUDIOS DE DISTRIBUCION BIOLOGICA
a) Induccidn de abscesos
Se mezclo 50 pg  de Mycobacterium smegmates 'y 0.5 mb. de adyuvante de Freud
completo, se adicioné gota a gota albimina bovina con agitacién constante en vortex
hasta formar una emulsién; posteriormente se inyectd un conejo por via intramuscular 0.5

mL. de esta emulsion, el conejo estuvo en observacidn hasta que se formo el absceso.

b} Estudio de distribucidn bioldgica
Los estudios de distribucién bioldgica se levaron a cabo en el Departamento de Medicina
Nuclear del Instituto Nacional de Pediatria, esto con el fin de tener un patron de
distribucion asf como de evaluar el comportamiento "in vivo" del anticuerpo policlonal,
‘lsG—conejo marcado, ésle fue inoculado 30 minutos después de ser reconstituido con 2.5
mL de pertecneciato en la vena marginal de la oreja de dos éonejos; a los -conejos
previamente se les provoco un absceso,  Se visualiz la distribucion del radiofdrmaco §
horas después de 1a inoculacién con ayuda de una cAmara gamma planar acoplada 4 una

computadora,

5.3.9 FORMULACION DEL NUCLEO-EQUIPO fgG HUMANA.

Una vez obtenida la formulacion del nicleo-equipo IgG-conejo. ~Se realizé un lote de la

formulacién M-2 empleando 1gG humana y se le determino los mismos controles.

Muartha Pedrag Lape:
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6. RESULTADOS

61 CROMATOGRAMA DE LA GAMMAGLOBULINA HUMANA
Con [a finalidad de reducir los puentes disulfuro de la Ig G humana se adicion6 2-

mercaptoetanol, poseriormente se purifico la protefna mediantc CLAR, La figura § muestra
¢l cromatograma de la Ig G humana después de ser reducida.

n
E 2

o

Fig. § Cromatograma de la Ig G después de reducir, el pico menor corresponde al 2-
miercaptoetanol,  Columna Protein Pak 300SW (waters) fosfatos 0.1 M, pH 7.4,
1.0 mL/min, (Tr = 7.0 min.)

Martha Pedraza Ldper
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6. RESULTADOS

61 CROMATOGRAMA DE LA GAMMAGLOBULINA HUMANA
Con la finalidad de reducir los puentes disulfuro de la Ig G humana se adicioné 2-

mercaptoetanol, posteriormente se purificé la proteina mediante CLAR, La figura 5 muestra
el cromatograma de 1a Ig G humana después de ser reducida.

AR I

Fig. §° Cromatograma de la Ig G después de reducir, el pico menor corresponde al 2-
miercaptoetanol,  Columna Protein Pak 300SW (waters) fosfatos 0,1 M, pli 7.4,
1.0 mL/min. (Tr = 7.0 min.)
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62 CONTROL DE CALIDAD RADIOQUIMICO
La pureza radioquimica del anticuerpo marcado fue determinado por cromatografia

instantdnea en capa fina (CCFI),  El soporte y los sistemas utilizados para el anflisis se
muesfran ¢n la tabja 1. La variacion estadfstica de los resultados obtenidos por CCFl se

observan en la tabla 2.

" SOPORTE [COMPUESTO A SEPARAR (Ri=1)
ITLC-SG Solucién salina al 0.9 % #re0, + P™c-EHDP
{TLC-SG Acetona ' B0,

ITLC-SG (HSA)* | Hidréxido de amonio:Etanol: Agua|  ™Tc-ig G + *™Tc-EHDP +

1:2:5 et 17y

Tabla 1. Separacidn de los diferentes compuestos radioquimicos presentes en la formulacion
de ®™Tc-1g G humana.

i
2

3 93.40 X =951

4 92.83 §$=1.51

: .63 o =144

6 90.45

y 92.90 CV.=163%
8 95.58

9 93,30

10 91,93

Tabla 2. Obtenci(vn de la variacion estadistica de los resultados en el empleo de CCFI.

. Murtha Pedpagr Lpex
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6.3 CURVA DE CALIBRACION PARA PROTEINAS EN EL U.V.

En la figura 6 se muestra la curva de calibracién para la determinacién de la concentracién

de gammaglobulina mediante espectrofotometria U.V.

35

A

151 2018 252 e |
CONCENTRACION (mg/ml) i

y =0.6243x +0.4622 %
R* =0.9896 . i
- - = = Absomaicia i

e Lini 21 (AbSo thancia) '

Fig. 6 Curva de calibracién para protefnas por espectrofotometrfa U.V. (Beckman).
ABSORBANCIA: 280 nm, PATRON: Gamma-globulina de conejo.
r (coeficiente de correlacion) = 0.99.
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6.4 VALIDACION DE LA CUANTIFICACION DE GAMMAGLOBULINA
MEDIANTE CLAR

Una parte fundamental en el desarrollo de la formulacidn fue la validacion de las téenicas
analfticas involucradas en la preparacion y evaluacién de micleo-cquipos de 1gG.

Los resultados obtenidos en la validacién de la cuantificacion de la gammaglobulina se
presentan de las tablas 3 a la 10, La linealidad del sistema se muestran en las tablas 3 y 4.
La precisién del sistema fue evaluada con los resultados presentados en las tablas 5 y 6. La
evaluacion de fa repetibilidad se observa en las tablas 7 y 8. Finalmente las tablas 9 y 10

muestran ia evaluacion de la exactitud,

a) Linealidad de) sistema.

-:'de_\ Ia'*wm(racion de T wolicion % del étea CLAR a panir de I: solucién

. ¥ estandar. -
I20 3 I46 65
100.26 121,712
80.20 97.70
60.16 72,38
Tabla 3. Curva de calibracion de gammaglobulina por CLAR.

XvwY
m= 11517, b =533, r=0.99%

NIVBL_E S CONCBNTRACION e ) RECOB@
% ] - mgml | AREA | (AREA/CONC.)
120 6.015 3Ny 517,10
100 5.013 258171 515.00
80 4,01 2072.18 516.75
’ 50 3,008 1535.32 510.41
Tabla 4. Porciento de recobro para evaluar el coeficiente de variacion en la linealidad del
sistema.

Del porciento de recabro se abticne:

X = 514.81 Donde: CV = §/X 100
§ =3.076
CV =0.59 %

El sistema cumple el criterio para ser considerado lineal (C. V. < 2 %)

5 Martha Pedraut Lspe:
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b) Precision del sistema.

1 .50 2367491 98,88
2 ‘ 5.0 2375001 99.19
3 5.0 2437.82 | 101.82
4 50 233038 91.33
5 5.0 2444781 102,11
6 5.0 2409.79 (. 100.65

Tabla 8. Datos del andlisis sextuplicado de una misma solucién.

8.55 12.832 Xllul < llzubln

" Tabla 6, Prueba de hipotesis para evaluar la precision del sistema
¢ Contraste de Hipdtesis
Ho: s'<d’
Ha: s*> ¢’
o Nivel de significacion
Alfa = 0.05
¢ Estadfgrafo de prucba
%= (n-1)s¥/CV
CALCULOS: Ver anexo 10.1.1

Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente el método es preciso.

Martha Yedraze Lipez

52



Desarrotio del niclen-equipn 99mTe-Ig G humana para la deteccidn “in vive " de pracesos inflimatonios

¢) Repetibilidad

"CONCENTRACION | AREA | % AREA
U gl : CLAR
N Y TR BT QTS
2 5.07 2182.19 | 100.00
3 5.03 2011.85 ] 100.00
4 5.00 2157.41 | 10170
5 5.02 212007 99.95
6 5.03 2121.58 | 100.03
Tabla 7. Placebos cargados de manera independiente al 100 %
X =100.37
S =0.68
CV.=12%

Wl | %tew | CRITERIO DE ACEFTACION
1.56 12.83 Aear< X blas

Tabla 8. Evaluacion de 1a repetibilidad mediante prucba de hipétesis.

o Nivel de significaéién
Alfa = 0.05
« Estadigrafo de prueba
%’ = (-slCV
CALCULOS: Ver anexo 10.1.2
Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente el método es repetitivo.

Martha Pedraza bipe:
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d) Exactitud del método

1 5.02' 2132.83 100.56

2 5.07 2182,19 | 100.00

3 5.03 201185 100.00

4 5.00 2157.11 | 101,70

5 5.02 2120.07] 99.95

6 5.03 2121.58 | 100,03
Tabla 9. Placebos cargados de manera independientc al 100 %
X =100.37
S =0.68
CV.=12%

T35 | 25706 e
Tabla 10. Evaluacion de la exactitud mediante prueba de hipétesis
o Prueba de Hipétesis
Ho: X= 100
Ha: X # 100
« Nivel de significacién
Alfa = 0.05
s Estadigrafo de prucba
e = (n-1)$CV
CALCULOS: Ver anexo 10.1.3

Caonclusion: Se acepta Ho por consiguiente el método es exacto,

Martha Pedra Lipe:
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6.5 VALIDACION DE LA CUANTIFICACION DE GAMMAGLOBULINA
MEDIANTE ESPETROFOTOMETRIA U.V.

En la validacion para la cuantificacion de la gammaglobulina mediante U.V., la linealidad

del sistema como del método fue evaluada con los resultados mostrados en la tabla 11y 12

respectivamente; la evaluacion de'la precisidn del sistema se muestra en las tablas 13 y 14,

‘Los resultados para la evaluacion de la repetibilidad se presentan en las tablas 15 y 16,

Finalmente las tablas 17 y 18 inuestran la evaluacion de la exactitud del método.

a) Linealidad
LINEALIDAD DEL SISTEMA

" "CONCENTRACION. | ABSORBANCIA
C mgmt LT
3.02 3.02
2,52 2,74
2.015 2.29
1.54 1.716
Tabla 11, Curva de calibracién de gammaglobulina por 1.V,

XvsY
m = 0.8606, b=04884, =099

LINEALIDAD DEL METODO

o NIVEL N e
RS, SN " ABSORBANCIA
120 3.02 3.00%6
100 2.52 ' 2,223
80 2.0 1,784
50 1,51 1075
Tabla 12. Curva de calibracion de gaminaglobulina por U.V.

XvsY
m= 12411, b=-07914, v =0.99%8

Marka Pedeain 1ope:
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b) Precisién del sistema.

T 5.0 2.60 94,89
) 50 765 %71
3 50 768 F731
7 50 7.69 5817
5 50 7.65 5671
§ 50 766 57,08

Tabla 13. Datos del andlisis sextuplicado de una misma solucidn,

e "CRITERIO DE ACEPTACION”
2.20 12,802 < Ao

Tabla 14. Prueba de hipélesis para evaluar la precision del sistema
¢ Coniraste de Hipotesis
Ho: s’ <a?
Ha: s*> 0’
» Nivel de significacion
Alfa = 0.05
o Estadlgrato de prueba
%l = (-1)sYCV
CALCULOS: Ver anexo 10.2.1

Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente el método es precko,

Martha Pedrazd Liper
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©) Repetibilidad

[NUMERO DE[CONCENTRACION] S
MUESTRA | mgimt  APSORDANCIAY T ABSORBANCIA
=T 7 7 Y T 5850
2 5.07 2.68 100.37
3 5.03 2.66 99.62
4 5.00 2.69 100.74
5 5.02 1,66 99.62
6. 5.03 XTI 10149
Tabla 15, Placebos cargados de manera independiente al 100 %
X = 100.0§
S=104
CV.=103%

T | [ CRITERIO DE ACEPTACIOR

1.7 12,83 X(zu( < x.lzuhlas

Tabla 16, Evaluacion de la repetibilidad mediante prueba de hipdtesis.
o Nivel de significacion
Alfa = 0.05
+ Estadfgrato de prueba
= -D)sey
CALCULOS: Ver anexo 10.2.2

Conclusidu: Se acepta Ho por consiguiente ¢l método es répctitivo.
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d) Exactitnd del método

NUMERODE | CONCENTRACIONT [~
wuesTan | oL | 1A | % ABSORBANCIA
: \l il — e 98'50;,
2 5.07 2.68 100.37 i
3 503 2,66 XS ‘
4 5.00 2.69 100.74
5 50 766 59,62
6 5.03 2 101.49
Tabla 17, Placebos cargados de manera independiente al 100 % ¢
X = 100.05
S =104

CV. =103%

0.1177 | 2.5706 ~ teate < iablas !

Tabla 18, Evaluacion de la exactitud mediante prueba de hipotesis.
o Prucba de Hipdtesis
Ho: X = 100
Ha: X = 100
¢ Nivel de significacién
Alfa = 0,05
« Estadigrafo de prucba
feae = X-4/[S/(n)'"]
CALCULOS: Ver anexo 10.2.3

Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente’el método es exacto.
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6.6 FORMULACION DEL NUCLEO-EQUIPO LIOFILIZADO

a) ELECCION DEL AGENTE REDUCTOR
Los resultados obtenidos experimentalmente para la eleccién del agente reductor, la

concentracion adecuada de éste y el tiempo de reduccion dptimo se muestran en las tablas 19
y 18. Los resultados con 2-mercaptoetanol fueron sometidos a un andlisis de varianza por
diseiio de bloques aleatorios (Tabla 21, 22 y 23), solo se realiz6 el tratamiento estadistico
con est¢ agente reductor ya que fue ¢l que presentd mejores resultados de pureza
radioqufmica. '

NOTA: El modelo estadistico empleado en todos los tratamientos esta en ¢l anexo 10.3

.6"’5&“
0.19

30 min,
40 min, 0.10 0.03
45 min, 0.3§ 0.46

Tabla 19. Resultados de la pureza radioquiimica de formulaciones empleando dcido

ascérbico como agente reductor. (% **"Tc-Ig G)

W

8190

v30 min.i .
40 min, 82.36
45 min, 87.10

Tabla 20, Resultados de la purcza radioquimica de formulaciones empleando 2-

Mercaploctanol como ageitte reductor. (% *™Tc-Ig G)

Murtha Pedraza Lope
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TRATAMIENTO ESTADISTICO A LA ELECCION DEL AGENTE REDUCTOR
(2-MERCAPTOETANOL). Variable analizada; PROTEINA (% P.R. *"Tc-Ig G)

1 0 1.5 T
2 40 1.5 - 8128
3 45 1.5 8.7
4 30 2.5 87.38
5 40 .8 92,30
6 45 2.5 90.06
7 30 5.0 81,90
8 40 5.0 82.36
9 45 5.0 87.10

Tabla 21. Pureza radioquimica de la protefna, con diferentes concentraciones de 2-
mercaptoetano! y distinto tiempo de agitacion,

ANALISIS DE VARIANZA: Informacién de las variables y los niveles,

CLASES NIVELES VALORES
CONCENT 3 50, 1.5, 2.5
TIEMPO 3 30, 40, 45

Nimero de observaciones en el experimento = 9

. 55.86266!
17.844978 4.461244
8 241,2955622
Tabla 22, Andlisis de Varianza, Variable Dependiente; PROTEINA

a =005

P = 0.926045

C.V, = 2,512555

MSE = 2.11217

Media de PROTEINA = 84,0644

Ho: hig = Ha =y
Ha: No todas las medias son iguales

Decision;  Si Pr > F es mayor que 0.05 se acepta Ho y si es menor que 0,05 se acepta Ha,
Conclusién, Se rechaza Ho por consiguiente hay diferencia significativa al 5% de
significacion,

Murtha Pedraza Fipe:
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[_FUENTE T'g7 [ ANOVA SS | CUADRADOS MEDIOS | F cale. TPr > F
CONCENT | 2 [ 195.971822 97.985911 21,96 |.0.0070
TIEMPO | 2 | 27.478822 13.73%411 3.08 ] 0.1550

Tabla 23. Andlisis de Varianza de las Fuentes. Variable Dependiente: PROTEINA,

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA (DSH) DE TUKEY,

Medias con la misma letra no son significativamente difercntes,

GRUPO TUKEY MEDIA N CONCENT
A 49.913 3 2.5 ‘
B A 83.787 K} 5.0 '
B 78.493 3 1.5
GRUPO TUKEY MEDIA N TIEMPO
A 85.303 3 40
A 85.297 3 45
A 81.593 3 KH

b) ELECCION DEL LIGANTE

Los resultados obtenidos en la eleccién del ligante empleando EHDP y GLUCONATO, asi
* como tres diferentes concentraciones de SnCl, se muestran en las tablas 24 y 25, Estos

resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza por diseio de bloques aleatorios (Tabla

26, 27 y 28). Esto se realiz6 para conocer cual es el liganie adecuado y la concentracién

optima de SnCl, para obtencr una formulacién liofilizada con un alto  rendimiento

radioquimico, (>90 %)

Mo, mueu | 810136 | % " romde | 8 "no0; 0 | 8™ o;
M-1 90.00 330 5.30
M-2 97.38 1.45 0.94
M-3 85,32 0.0 5.58 9.76

Tabla 24, Resultados de la purcza radioquimica de las mezclas conteniendo Ig G, EHDP,
SnCl,.

(]
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M-4 31.65 19.25 38.47
M-5 52.88 114 39.07
M6 6.3 0.36 38.14 233
Tabla 28. Resultado de la pureza radioquimica de las mezclas conteniendo lg G,
GLUCONATO, SnCl,.

*No. muestra: M-1 = 1.5 ugde SnCl;  M-4 = 1.5 ug de SnCl,
M2 =30ugdeSnCl; M-5 = 3.0 pg de SuCl,
M-} =75ugdeSnCl; M-6 = 7.5 pg de SnCl,

TRATAMIENTO ESTADISTICO A LA ELECCION DEL LIGANTE
Variable analizada: PROTEINA (% P.R. *™Tc-Ig G)

Tabla 26. Pureza radioquimica de la protefna, con diferentes
coucentraciones de SnCl, y distinto agente ligante,

ANALISIS DE VARIANZA: Informacién de variables y valores

CLASES NIVELES VALORES

CONCENT (SnCly) 3 1.5,3.0,75
LIGANTE 2 EUDP, GLUC

Numero de observaciones en el experimento = 6

Murtha Pedraza Lope:

62



Desarrollo del micleo-equipn 99mTe-lg G humona pura la deteccion "in vivo” de procesos inflamatonion

Tel [ SUMADE T [Fak. [P F
e b CUADRADOS: ; ) I
MODELO | 3 2959.28250 986.42750 7.04 ] 0.1269

ERROR 2 280.30763 140.15382
TOTAL 5 3239,59013

Tabla 27. Anilisis de Varianza, Variable Dependiente: PROTEINA,

o =0.05

o= 0913474

C.V. = 17.01364

MSE = 11.8387

Media de PROTEINA = 69.5833

Hoi g = pog = g
Ha: - No todas las medias son iguales

Decision: Si Pr > F es mayor que 0.05 se acepta Ho y si ¢s menor que 0.05 se acepta Ha. |
Conclusidn: Se acepta Ho por consiguiente no hay diferencia significativa,

CONCENT
LIGANTE

2
1

A

[ ANGVA'SS | CUADRADOS MEDIOS | Faalc. [ Pr> F]

235.43823

1H7.71912 0.84
2723.84427 2723.84427 19.43

0.5435 B
0.0478

Tabla 28, Andlisis de Varianza de las Fuentes. Variable Dependiente: PROTEINA.

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA (DSH) DE TUKEY.

Medias con la misina letra no son significativamente diferentes.

GRUPO TUKEY MEDIA N CONCENT (SnCl,)
A 75.12 2 3.0
A 72.81 2 1.5
A 60,83 2 1.5
GRUPO TUKEY MEDIA N LIGANTE
A 90.890 3 EHDP
B 48.271 3 GLUC
Martha Pedrau Liper

63



Desarrollo del micleo-equipo 99mTe-ly G humana pars la detecciin “in vivo™ de procesos inflamatorios

6.7 ESCALAMIENTO DEL TAMANO DE LOTE

Los resultados obtenidos en el escalamiento del tamafio de lote empleando la formulacion
M-2 y tres diferentes tiempos de agitacion a 150 r.p.m. se muestran en la Tabla 29, Estos
resultados fueron sometidos a un andlisis de varianza por disefio de bloques aleatorios (Tabla
30, 31 y 32).

B5.81
5 54,78 9120
3 8.82 89.08
7 ) 8833
§ 820 TS
9 %0.84 B4
10 579 8034

Tabla 29, Porciento de Purcza Radioqulmica?’“-”l‘ -Ig G), con diferente nimero de
muestras por lote, para la formulacién M-2 con distintos tiempos de
agitacion después de adicionar el EHDP-Sn

Murtha Pedraza Lipe:
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TRATAMIENTO ESTADISTICO AL ESCALAMIENTO DEL LOTE.
Variable analizada: PROTEINA (% P.R. *™Tc-Ig G)

085 | MUESTRAS "]~ AGITAN | PROTEINA ]
T q N Y TR
2 4 25 90.98
3 4 5.0 87.08
4 5 L5 94,78
5 5 2.5 91.20
6 5 5.0 92.86
7 6 15 88.82
8 6 25 89.03
9 6 5.0 87.84
10 7 L5 86.92
(1 7 2.5 88.33
12 7 50 90.71
13 8 1.5 8221
14 8 25 85.26
15 8 50 87.37
16 9 15 80.84
17 9 2.5 83.14
18 9 5.0 87.31
19 10 15 87.93
20 10 25 86.37
21 10 5.0 88.24

Tabla 30, Pureza radioquimica con diferentes niimero de muestras por lote y tres
distintos tiempos de agitacién a 150 r.p.m.

ANALISIS DE VARIANZA: Informacién de variables y valores

CLASES NIVELES VALORES
AGITAR 3 1.5, 25, 50
MUESTRAS 7 4,5,6,7.8,9,10

Nimero de observaciones en el experimento = 21

‘ . ‘ P> F
MODELO | 8 224.378495 0.0t15
ERROR 12 77.481400 6.456733
TOTAL | 20 3239.59013
Tabla 31, Anilisis de Varianza. Variable Dependiente; PROTEINA
Martha Pedraw Lipe:
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o = 0.05

= 0,743320

C.V.= 2.895875

MSE = 2.54102

Media de PROTEINA = 87,7462

Ho: M,y =1y =Ny
Ha: No todas las medias son iguales

Decisidn:  Si Pr > F es mayor que 0.05 se acepta Ho y si es menor que 0.05 s acepta Ha
Conclusién, Se acepta Ha por consiguiente hay diferencia significativa.

i FUENTE: - ‘ i { ANOVASS .| CUADRADOS MEDIOS [ F cele.
AGITAR 35.219467 17.609733

MUESTRAS 189.159029 31.526505 .
Tabla 32, Andlisis de Varianza de las Fuentes. Variable Dependiente; PROTEINA.,

PRUEBA DE DIFERENCIA SIGNIFICATIVA HONESTA (DSH) DE TUKEY.

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes,

GRUPO TUKEY MEDIA N AGITAR
A 89.576 7 5.0
A 86.904 7 2.5
A 86,759 7 L5
GRUPO TUKEY MEDIA N MUESTRAS
A 92.947 3 5
B A 90.253 3 6
B A 88.653 3 7
B A 88.157 3 4
B 85.503 3 10
B 84.947 3 8
B 83.763 3 9

Martha Pedraiat Lope:
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6.8 RADIOMARCADO Y ESTABILIDAD DEL COMPLEJO ”‘Tc-llG
Con la finalidad de conocer el tiempo de formacion del complejo ™ Tc-IgG asi como el

comportamicnto radioquimico de la gammaglobulina se rcalizé el marcado de la IgG
evaluando la PR a distintos tiempos (Fig. 7 y 8) y se comprobé mediante CLAR la
obtencion de una P.R. superior al 90 %. (Fig. 9)

% EFICIENCIA DE
MARCAJE
s

" 99miTe-Ig G
9xiTe-EHDP

TIEMPO DESPUES DEL MARCAJE MIN)

~ QT DR |

...

Fig. 7 Durante los primeros 30 minutos después de marcarse la formulacion M-2, fa
eficiencia de marcaje del **™Tc-Ig G se incrementd, micntras que la del *™Fc-
EHDP decrecié con respecto al tiempo. '

Manbha Pedraa Idper
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% EFICIENCIA DE
MARCAJE
see2

7 99nite-Ig G

T " 99miTc-EHDP
16

~LZ
TIEM PO DESPUES DEL MARCAJE (Hrs)

DMC-E{DP]
gPnilc-lg G

Fig. 8 Durante los primeros treinta minutos después de la preparacion, la pureza

radioquimica de la #m™re-lg G se incrementé y posteriormente mostr6 una
excelente estabilidad,
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c.pm. (miles

—_ - oniTc1g G
TIEMPO DE RETENCION (MIN) 1o
[@%miTe-ig G|
!
....... - e e od

Fig.9 Radiocromatograma de la inmunoglobulina humana (Ig G) marcada con *™Tc. El

pico menor en el radiocromalograma corresponde al complejo *™Tc-EHDP,
Protein-Pak 300SW, Fosfatos 0.0! M, pH 7.4, 1.0 mL/min,

-
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6.9 ELECCION DEL CICLO DE LIOFILIZACION

Para la eleccién del ciclo de lofilizacidn se realizé la pureza radioquimica antes y después
de liofilizar para tener un patrn de referencia. Los resultados obtenidos experimentalmente

para cada ciclo se muestran en la Tabla 33,

. g 4
# 5 A e LU
O] S A APROBADOS RECIRAZADOS
PRUEBA DE ‘
vAClO 7 0 6 o
DETERMINACION . p ' )
DE HUMEDAD 681 % 29 %
PUREZA : . 9 .
RADIOQUIMICA .75 % 9.0%
ESTERILIDAD 3 . i .
(Crecimicnio Negativo Negativo
bacteriano)
PIROGENOS : . o )
(Formacion Negativo Negativo
de codgulo) )

Tabla 33. Resultados promedio de las pruebas anaffticas realizadas a cuatro lotes para
elegir el ciclo de liofilizacién (dos lotes para cada ciclo),
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6.10 ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL NUCLEO-EQUIPO
Con 1a finalidad de conocer la resistencia a 1a degradacion se le realizaron a los nicleo-

equipos pruebas de estabilidad en anaquel a 4 y 37°C (Fig. 10 y Fig. 11 respectivamente)

FESTABILIDAD EN ANAQUEL A 4%C

% EFICEENCIA
DE MARCAJE

Fig. 10 Estabilidad del nicleo-equipo tiofilizado en anaquel a 4 °C

CINETICA DE REACCION: Ordencero. C = Co-Kt

= - 0.9756 yb-mx
b =939
m = -0.56
= Co
2K

2 Manha Pedrawt Liper
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ESTABILIDAD A 37°C

100
§€§ : ;
80 :

o ol

3 2

g.

w i %g

ALY

. Fig. 11 Estabilidad del nicleo-equipo liofilizado a 37 °C

CINETICA DE REACCION: Orden cero, C =Co-Kt
r = 0.9619
b =97.94
m=-~2,602{

y=b-mx

n= Co
K

Martha Pedniin Lipe:
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6.11 ESTUDIOS DE msmnucndu BIOLOGICA

. Se visualiz6 la distribucion biolégica del nicleo-equipo ™™Tc-IgG § horas después de la
inoculacién (Fig. 12) con el fin de observar las propiedades estructurales ¢ inmunoseactivas
del radiofarmaco. '

Fig. 12 Imagen de 16rax en proyeccion posterior de un conejo con proceso inflamatorio e
infeccioso en oreja y pulmones, obtenidas 5 horas después de la administracion de
Bre-1g G

Martha Pedrawt L ipet
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Mentificacién de la gamma globulina humana. E tiempo de retencion en e} CLAR fue
de 7.0.  El cromatograma por CLAR de Ia gamma globulina humana, no muestra la
presencia de pequefias impurezas (Fig. 5), después de la reduccién, el andlisis de las
fracciones que se emplean para fa formulacién muestran un sélo pico por lo que podemos
decir que el anticuerpo empleado posee una alta pureza al no delcctarse la presescia de otros
componentes (protefnas de mayor o menor peso molecular). La curva de calibracién para la
determinacian de la concentracion de la Ig G se muestra en la figura 6.

Referente al andlisis por ITLC-SG, la Tabla | muestra que el sistema saturado de
seroalbimina humana, es posible lograr que el anticuerpo marcado migre a un Rf de 0.7-1.0
y poder calcular ef % de ¥ Tc-hidrolizado, Con el sistema ITLC-SG acetona se separd al
9""7Tc04', entonces, combinando a éste con el de ITLC-SG NaCl al 0.9% es posible caleular
¢l % de *™Tc-EHDP, '

La validacion de los métodos anallticos para cuantificar la concentracién de gaminaglobulina
nos permile garantizar que se estd obteniendo una protefna purificada con la concentracién
adecuada.

Formulacion del niicleo-equipo liofilizado.

La base tedrica para elegir los componentes de la formulacion de los micleo-equipos, se
fundament en el hecho que al agregar una solucién de ¥™FcO, a una formulacién que
contiene Sn**, EHDP 6 gluconato de sodio e g G reducida, se lleva a cabo las siguientes
reacciones: el estaito reduce al pertecneciato, éste forma con ¢l ligante débil el complejo
PTe-EHDP 6 *™Tc-gluconato, el cual mediante intercambio de ligantes, acelera la cinética

de formacion det complejo ™Te-lg G, donde el ™™ Tc se une directamente a los grupos
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sulfidrilo de los puentes disulfuro reducidos de la gammaglobulina. La preparacién de los
niicleo-equipos consistié en la mezcla, bajo atmésfera de nitrdgeno, de dos soluciones, una
conteniendo EHDP-Sn o gluconato-Sn y la otra Ig G reducida.
@) Eleccién del agente reductor.  En el andlisis por CLAR , no se encontré ninguna
" diferencia en los cromatogramas cuando se emplearon diferentes cantidades de agen(é
reductor ni en los diferentes tiempos de incubacion,  El tratamiento estadistico de los
resultados de pureza radioquimica con 2-ME a diferentes concentraciones y distintos
tiempos de reduccién muestra que hay diferencia significativa entre tratamientos. Por lo
tanto se realiza un andlisis de varianza de las fuentes y se observa que entre diferentes
~ concentraciones de 2-ME hay diferencia significativa y entre distintos tiempos de reaccion
.ho hay diferencia significativa, esto se corrobora con la prueba de TUKEY.
Solo se realiz6 ¢l tratamiento estadistico con el agente reductor 2-ME ya que fue el que
mejor resultados de pureza radioquimica (PR) present6 y nuestro objetivo fue obtener una
formulacién con una PR mayor del 90 %.  En el caso de las preparaciones con dcido
ascérbico, no fue posible obtener una adecuada pureza radioquimica, como se observa en la
Tabla 19. Esto significa que no se trabajé con la cantidad o el tiempo necesario para llevar
a cabo la reduccion de los puémes disulfurode lalg G.  Se decidid elegir la concentracion
de 2.5 pL. de 2-ME ya que en promedio present6 un mejor porcentaje de PR en cuando al
tiempo de reaccidn no hay diferencia significativa pero se decidid emplear un tiempo de
reaccidn de 40 minutos ya que se observé mejores resultados (Tabla 20).

d) Eleccidn del ligante.  E| anilisis estadfstico muestra que no hay diferencia signiicativa
entre tratamientos, pero al realizar una andlisis de varianza de las fuentes se observa que con
diferentes ligantes hay diferencia significativa, esto s¢ corrobora al realizar una prueba de
Tukey, donde se muestra que no hay diferencia significativa entre las distintas
" concentraciones, no asf para los ligantes que si muestran una diferencia significativa. La
Tabla 24 muestra el efecto de utilizar diferentes concentraciones de SnCl; en Ja solucion de
EHDP-Sn sobre ia eficiencia de marcaje de la lg G.  Se puede observar que cuando se

utitiza pequenas cantidades de SnCl, (1.5 ug) se produce baja eficiencia de marcaje, debido
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a que hay una insuticiente cantidad de SnCl, para reducir completamente al pertecneciato y
llevar a cabo cl intercambio de ligantes, al incrementar la cantidad de SnCl, a 3.0 pg por
vial la eficiencia de marcaje mejord ya que fue de 97.35 % no obstante un exceso de SnCl,
(7.5ug) incrementd la formacion de el $mTe-hidrolizado disminuyendo la eficiencia de
marcaje de la Ig G. También es importante la cuidadosa preparacion de la solucién de
cloruro estanoso, con cl ﬁn de evitar tanto la oxidacién como la hidrélisis del mismo que
puedan afectar el marcado de las moléculas; esto es el jon estanoso en solucion tiende a
oxidarse en poco tiempo a jon estdnico; la oxidacién sc' inhibid utilizando una atmdsfera de
nitrdgeno al momento de preparar las formulaciones.

En la misma tabla se muestran los resultados empleando gluconato como ligante débil y se
observa que al incrementar la concentracidn de SnCl, se incrementa el porcentaje de bt
1gG, sin embargo ¢l méximo porcentaje obtenido es de 60.3 %. Aquf la principal impureza
encontrada fue el *™Tc-hidrolizado.  Por lo tanto sl se quisicra utilizar gluconato como
ligante débil es necesario preparar una solucién gluconato-Sn aumentando la concentracién

del ligante débil y optimizar la concentracién del cloruro estanoso,

Radiomarcado y estabilidad del complejo " Te-lg G, El andlisis de la estabilidad del
complejo *™T¢-Ig G en todas la formulaciones, muestra que éste se disocia en promedio tan
sdlo en un porcentaje de 7.1 £0.7 % en un perfodo de 24 horas.

El andlisis radioquimico de la solucion de la gammaglobulina marcada, de la formulacion
M-2 a diferentes tiempos prucba que el mecanismo de marcaje de la protefna es por
intercambio de ligantes; la Fig. 7 muestra como se incrementa la cantidad de *™g-G
mientras que la de “I'c-EHDP decrece con respecto al tiempo. Durante los primeros 30
minutos después permanece pricticamente si‘n cambios Fig. 8. ~ Después de 24 horas, ¢l
porciento de radiactividad asociada a la Ig G, decayé en promedio del 98.02 % al 91.1 %.

El andlisis por CLAR de la solucién de *™Tc-lg G treinta minutos después de ser marcado
demostrd que la mayor parte de la radiactividad estd asociada con un pico de idéntico tiempo
de retencion que el de la Ig G sin reducir; en el radiocromatograma se puede observar un

pico menor (1.0%), ¢l cual vorresponde al complejo B re-EHDP (Fig. 9).  También se
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comprobé por CLAR la presencia de una pequefia cantidad de ¥TeQy en la formulacion
(2.0 %) ya que al inyectar a la columna eluato del generador, se observd que el

pertecneciato posee un ticmpo de retencién de 13.4 min,

Eleccidn del ciclo de liofilizacién. Las formulaciones preparadas en los 4 lotes mostraron un
contenido de humedad en promedio de 6.81 y 14.29 , asf como ser productos cstériles y
libres de pirégenos. En la Tabla 33 se muestra el promedio de la pureza radioquimica, con
los datos de dicha tabla puede apreciarse que la formulacién cumple con las especificaciones
para la mayorfa de los radioffrmacos que es poseer una pureza radioqufmica mayor al 90 %,
pero el contenido de humedad menor en el ciclo A aumentd un poco la pureza radioqufinica,
no obstante se decidié utilizar el ciclo de liofilizacién B, por que en esté se emplea menos
energfa, ademds el producto tiene la humedad apropiada para la Ig G dc acuerdo a
especificaciones para esta protefnas.

Pruebas de estabilidad en anaquel. Durante los seis primeros meses los nicleo-equipos
mostraron una excelente estabilidad, ya que la pureza radioqufmica después de la
preparacion fue de 93.84 % y de 93.14 %, 92,72 %, 90.34%, después del primero, tercero

y sexto mes respectivamente a 4°C, siguiendo una cinética de reaccién de orden cero.

Pruebas de estabilidad a 37°C.  Con respecto a la estabilidad acelerada a 37°C muestra
una excelente estabilidad, siguiendo una cinética de reaccién de orden cero no obstanle en
necesario realizar pruebas de estabilidad acelerada a distintas temperaturas para poder

predecir la constante de degradacion a temperatura ambiente.

Estudios de distribucidn bivldgica. Los estudios de distribucion bioldgica demostraron una
excelente selectividad de procesos inflamatorios después de la administracion de *™Te-lg G
preparado como se describid anteriormente.  La fig. 12 muestra una imagen de térax de un

conejo con proceso inflamatorio ¢ infeccioso en oreja y pulmones.
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8. CONCLUSIONES

El presente trabajo demostrd que la Ig G puede ser marcada utilizando *™Tc con la simple
adicién del cluato a la formulacién liofilizada, esto es, en un solo paso, y que ademds de

obtener un alto rendimiento radioquimico presenta una excelente estabilidad.

Los resultados mostraron que la "™Fc-Ig G humana se obtuvo estéril y con una pureza
radioquimica superior al 90 %. Con dicho radiofarmaco fue posible obtener imagenes de
abscesos en conejos y con esto se puede afirmar que la reduccion de la Ig G con
2-mercaptoetanol no altera sus propiedades estructurales ¢ inmunoreactivas; también los
resultados mostraron al EHDP como un excelente ligante débil y al cloruro estanoso como
- agente reductor; y con la validacion de los métodos analiticos para cuantificar la
concentracién de gammaglobulina se puede garantizar que se esid obteniendo una proteina

purificada con la concentracidn adecuada.

La técnica para producir nicleo-equipos en forma liofilizada para el marcaje, en un solo
paso, de la inmunoglobulina con *™Tc que aquf se desarrollé podrfa también ser aplicada a
otra variedad de proteinas que se desee marcar con tecnecio 99m como los anticuerpos

inonoclonales.

Es necesario realizar los estudios clinicos en pacientes para mostrar la eficiencia en la
radioinmunodeteccién de procesos infecciosos e inflamatorios y poder considerar la

produccién comercial de este producto.
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10. ANEXO

10.1.1 Preclsién

« Estadigrafo de prueba: X% = (n-1) S¥CV
n=6 n = Numero de muestras anafizadas
§t= (L85 =342 $ = Desviaci6n esténdar |
CV =2 C.V. = Coeficiente de variacién

X% = [(5)(3.42))/2 = 8.55

o Estadigrafo de tablas: x4  balfa, 0}
Alfa = 0,05 '

alfa’2 = 0.025

1-alfa/2 = 0.975

gl =nl=$

Xoms, s = 12,802

10.1.2 Repetibilidad

o Estadigrafo de prueba: X% = (n-1) S%/CV
n=6 n = Numero de muestras analizadas
§* = (0.68)" = 0.4624 § = Desviacién estdndar
CV =2 C.V. = Coeficiente de varfacién

X% = [(5)(0.4624))2 = 1.156
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» Estadigrafo de tablas: Xzi,._.m. wl
Alfa = 0.05
alfa/2 = 0.025
1-alfa/2 = 0.975
gl=nl=5
X'ogrs.s = 12.832

10.1.3 FExactitud
o Estadigrafo de prueba: g = (X-p)/ [S/(n)"?)

X = 100.37 X = media calculada

S =0.68 § = Desviacion estindar

Bo= 100 W = Media tedrica equivalente al 100%
n= 6 n = Nimero de muestras analizadas

feaie = (100.37 - 100)/ [(0.68)(6)"*} = 1.33

» Calculo del estadigrafo de tablas: % . Lealfa ol
Alfa = 0.05
alfa/2 = 0,025
1-alfa/2 = 0.975
gl.=nl=35§
Cogrs,s = 2.5706

10.2.1  Precisién
o Estadigrafo de prucba: X = (n-1) SYCV

n=6 n = Numero de muestras analizadas
§* = (1,15 = 1.3225 S = Desviacion'estindar
CV =3 C.V. = Cocficiente de variacion
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X% = [(5)(1.3225))/3 = 2.20

o Estadigrafo de tablas: X% | u1
Alfa = 0.05
alfa’2 = 0.025
l-alfa/2 = 0,975
gl.=nl =35
X5, 5 = 12,832

10.2.2 Repetibilldad
o Estadigrafo de prueba: X = (n-1) $%/CV

n=6 n = Numero de muestras analizadas
§' = (0.01)! = 1.0201 $ = Desviaci6n estindar
CV=1 C.V. = Coeficiente de variacion

X% = [(5)(1.0200)]/3 = 1.7

» - Estadigrafo de tablas: X2 Lt vt
" Alfa = 0.05
alfa/2 = 0.025
1-alfa/2 = 0.975
gl=nl=5
Xogms,s = 12.832

10.2.3 Exactitud
o Estadigrafo de prueba: = oy, = (X-w)/ [S/(n)"")
X = 100.05 X = media calculada
§ =104 § = Desviacidn estdndar
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p=100 p = Media tedrica equivalente al 100%
n=6 n = Nimero de muestras analizadas
taic = (100,05 - 100)/ [(1.04)(6)'*} = 0.1177

e Calculo del estadigrafo de tablas: % .. w1
Alfa = 0.05
alfa’2 = 0.025
l-alfa/2 = 0,975
gl.=ntl =35
togrs, s = 2.5706

10.3 Tabla de ANDEVA para ¢l Diselo de Bloques Aleatorios. Modeio utilizado en el

software THE SAS SYSTEM
[VARIANBA O]
Elos:;‘ :
k Slxr.a""“ Sﬂm J ' X
Traumicnios| K-l |SCp= E X, X2, e | g:“" Fia, 1,41 eme
j=ln N efror
n s!blaqm= &_ﬁ]g
Bloques ml | $Choge= Z X X n-l
i=IK N
Eror | (K-1)(0-1) | SCerme= SCiag = SCirst - SChiopes | Serror= 8Ceures
(k-1)(n-1)
k 0
Total Nl |SCuy=2E ZXY-X —
j=l y=t N
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