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INTRODUCCION

El objetivo principal de este trabajo, fue el desarrollar una nuava
formulacion de un nucleo-equipo estable, eficiente y seguro para ! marcaje

instanténeo con Tc-99m del Anticuerpo Monoclonal designado AcMo-
IORegf/r3 para ser ®@mpleado en inmunoescintigrafia en el diagnostico de

tumores de origen epidermolde como por ejemplo el cancer de mama, Para
lograr dicho objetivo, se analizaron los diferentes factores que de una u otra
forma afectaron la formacién det complejo.

Mediante adecuados disefios de experimentos, se selecciond el agente
reductor més eficiente para la reduccion del Anticuerpo, asi como la obtencién
de la formulacion liofilizada para la preparacion del nuclao-equipo ™" Te-
AcMolORegf/r* con una pureza mayor del 90%.

Se establecieron condiciones para el escalamienty del fote y su cicio de
liofitizacién. Asf mismo, se demostré que los métodos de cuantificacién (CLAR

_y UV) empleados en el estudio cumplieron con los propésitos para los cualas
fueron disefiados. '
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1. FUNDAMENTACION DEL TEMA

1.1 Liofllizacién

1.1.1 Antecedentes histéricos

La liofilizacién como fenémeno natural existe précticamente desde el origen dé
nuestro planeta, basté que éste se enfriara lo suficiente para que su superficie se
congelara y que una rafaga de aire no saturado soplara sobre ellas para.que el
fenémeno se produjera. .

Pero fue en 1811 cuando se introduce en el laboratorio como una curiosidad,
cuando Leslie al colocar bajo una campana de cristal, un vaso de agua, ofro con
dcido sulfurico y al hacer vacio en la campana, observa con sorpresa que el agua se
congela, luego el hielo sublima y ei vapor de agua es atrapado por el dcido sulfirico.

Deben pasar algunos afios hasta que Wollaston en 1813 realice en su
laboratorio una experiencia similar, pero en un aparsto ideado por el que no es otra
cosa que un Liofilizador rudimentario. E! aparato consistia en un balén que contenia
ague, conectado a ofro balon que estaba inmerso en un bafio de hielo y éste a su
vez conectado e una bomba de vacio. Se produce el mismo fendémeno observado
por Leslie, con la diferencia que ahora ol vapor de agua procedente de la
sublimacién quedaré atrepado en las paredes frias del balén refrigerado
(condensador).

Para que la liofilizacion se transformara de una simple curiosidad cientifica a un
método industrial tuvo que transcurir un periodo largo de tiempo.

Es asi que en 1935 los investigadores Flosdorf y Mudd combinan con éxito
calor y vacio, para obtener por primera vez plasma deshidratado estéril, que al
reconstituirse conserva todas las caracteristicas del producto original.
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Basada en el éxito obtenido, la firma farmacéutica SHARP y DOHME encarga
a Flosdorf la construccion del primer liofilizador industrial destinado a la produccion ‘
on gran escala de plasma y del fdrmaco estrelia de la época, la penicilina,
permitiendo como ello salvar miles de vidas en los campos de batalla de La Segunda
Guerra Mundial y al mismo tiempo consolidar a la liofilizacién como un método de
Deshidratacion Industrial, (1,2)

1.1.2 Definicién

Se puede definir a la liofilizacién como un método de deshidratacion basado en
\a propiedad que presenta el hielo de sublimar a bajas presiones lo que permite la
desecacion de productos y aito contenido en agua a temperaturas que no
sobrepasan los 0°C.
1.1.3 Ventajas y desventajes

1. Ventajes

Laliofilizacion presenta las siguientes ventajas:

1. Minimo daiio a la estructura y textura del producto; al no intervenir calor en
la deshidratacién, no se provoca ningun tipo de alteracion fisica.

2. Maxima retencién de las propiedades naturales del producto, el que
mantiene todas sus caracteristicas organolépticas.

3. Mantencion de las propiedades biologicas y quimicas.

4. Ficil reconstitucion; gracias a la estructura porosa del producto este se
disuelve instanténeamente al ser puesto en contacto con el agua.

5. El producto permanece estable durante toda la vida de almacenamiento.

- 8. Los productos que se degradan mediante oxidacién son mds estables

porque el proceso se realiza al vacio,

.
.
.-,Jh
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2. Desventajas

. No son todas ventajas cuando utilizamos la liofilizacion, también existen
, ww: siendo estas:

1. Alto capital inicial.

2. Complejldad de la técnica.

3, Allo costo del proceso.

4. Necesidad de utilizar envases especiales.

1.1.4 Factores que influyen sobre la velocidad dei proceso

1. Volumen de! producto en el recipiente, cuanto mayor es el volumen del
producto mas habra de durar el proceso de ‘se.cudo.

2. Presion residual del sistema debe ser mayor que la presion de vapor del
hislo que esté an el condensador, de lo contrario el hielo se évaporaria y pasariaa la
bomba, lo cual seria nocivo para {a mayoria de las bombas.

3. Grado de conduccién témica a través del reciplonto y del matenal,
congelado, que suelen ser conductores relativamente malos de! calor. hasta el limite
del secado, manteniendo todo e! producto por debsjo de su temperatura eutéctica,

4. Efecto de Ia creciente profundidad del producto poroso seco encima de!
limite del secado.

1.1.8 Fundamento de la liofilizacién

1 Fundamento de (a congelacién como método de conservacién

"jr) erior de cada producto de origen vegetal 0 animal, existen todos los
olon\entos que a |a larga llevan a su descomposicion. Las reacciones que llevan a la
» . destruccion de estos productos se ven favorecidas por la temperatura ya que a
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mayor temperatura mayor serd (a velocidad de reaccién entre las moléculas
reaccionantes,

Si bajamos la temperatura haremos que (a interaccién molecular sea minima,
este objetivo lo logramos mediante ¢ uso de la congelacién, retardando asi la
descomposicién del producto que no se activaré mientras permanezca congelado.

En Liofilizacion la congelacion es sdlo una elapa, al bajar bruscamante la
temperaturs de! producto a fiofilizar datenemos todo proceso quimico o biolégico,
elimindndose &si uno de los factores que lievan a su dastruccién, (2)

2 Fundamento de {a deshidratacién como método de conservacion

Pars que una reaccion quimica - en un liofilizado se lleve a efecto es
imprescindible s presencia de agua, si esta es retirada de un sistema, todas las
reacciones que estin dessrolidndose en su interior se detienen.

'En esta propiedad se basa la deshidratacion como método de conservacion de
productos natureies, ya que eliminando ef agua contenids en elios detenemos las
reacciones que llevan a su descomposicién. Como en liofilizacion Ia eliminacion del
agua se hace por sublimacidn dei hisio, es condicion que el producto ses
previamente congelado.

De esta manera se conjugan en fa liofilizacién fos métodos tradicionsles de
conservacion: Congelacién y Deshidratacién, con la ventaja que en esta Uitima fase
no intervienen altas temperaturas. (2)

1.1.6 Etapas de Ia liofilizacién

En ol proceso de Hofilizacion, se distinguen diversas etapas intervelacionadas
entre s, dependiendo la calidad de! producto, del cuidado con que se reslice cada
una de ellas.

Clasicamente este método se divide en tres etapas:

1. Congelacién

2. Secado Primavio

3, Secado Secundario
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1 Congelacién

Es la més importante de las etapas, ya que de su buena realizacién depende:
1. Toda la marcha posterior del proceso ‘
2. La calidad final del producto

Todo producto farmacéutico o biolégico es una mezcla compleja de solutos y
agua. al bajar su temperatura a niveles inferiores a 0°C, en su interior se desamollan
numerosas transformaciones que al completarse el proceso dan origen a la
formacién de una matriz sdlida que va a pemmitir la sublimacién del producto, cuando
se forma esta mlfriz, toda el agua libre existente en el sistema estaré congelada,
Pero existe en el producto una parte del agua que esta fijada a la superficie del
solido por fendmenos de adsorcion y que no congelara sea cual sea la baja
temperatura a la que se someta ei producto y se conoce como agua adsorbida.

La Importancia de formar una matriz sélida es evitar que se produzca e|
fenémeno conocido como PUFFING, que se produce cuando aun existe una parte
del producto no congelado totalmente, que al ser sometido a bajas presiones
ocaslionard la explosién de la matriz &l producirse un aumento brusco del volumen
del liquido no congelado.

Durante el tiempo transcumido entre ambas cristalizaciones en la solucidn
coexistird una mezcla de cristales de hieio y un liquido de alta concentracién, al cual
se le conoce con el nombre de iiquido intersticial,

El tiempo entre ambas cristalizaciones deberd ser el mas corto posible, pare
evitar que ol producto, sobre todo sl s rico en proteinas, se desnaturalice por la
presion osmotica del sistema.

Si a la solucion anterior le agregamos una sonda que nos penmita determinar
su resistancia al paso de la corriente eléctrica, veremos que mientras exista liquido
intersticial en ei sistema, habrd paso de electricidad. Cuando éste se congele
totaimente se producirh un brusco aumento de la resistencla en el Interior dei
producto. La temperatura a la cual se logra la congelacién total se conoce con e
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nombre de temperatura de completa solidificacién (Tcs) y es uno de los puntos
necesarios de conocer antes de liofilizar un producto. Si ahora aumentamos
lsntamente 1a temperatura del producto congelado, cuando en el interior de la matriz
aparecen los primeros indicios de fiquido intersticial caerd bruscamente ia
resistencia. La temperatura a is cual se logra este cambio en {a resisiencia se
conoce con e nombre de temperatura de fusién inciplente (Tfi) y es el otro punto que
o8 necesario determinar antes de fiofilizar. Ambas temperaturas se conocen con el
nombre de puntos o temperaturas eutécticas.

La liofilizacion sdlo se produce en &! rango de temperatura comprendido entre
Tcs y Tfi, siendo 1as temperaturas dplimas para llevar 8! proceso en forma répida y
segura las cercanas al punto Tfi, (2)

2 Secado primario

Terminada {a elapa de congelacién se hace vacio en el interior del liostato
comenzando {a sublimacién det hielo y con elio la deshidratacidn del producto,
Durante e! transcurso de esta etapa intervienen en forma paralela dos procesos
interdependientes entre si:

a. Transferencia de energia calbrica

b. Transferencia de mass

. Transferencia de energia calérica

L.a fiofilizacion esté basada en {a subiimacién del hisio, proceso que requiere
aporte de energia (calor iatente de fusion) Esto parece contradecir la definicién de
Nofilizacidn, que afirma que es un método de deshidratacidn caracterizado por no
utilizer calor. Pero no hay tal contradiccion ya que ol calor aportado ai sistema se
gasta en la sublimacion del hislo, no aumentando la temperatura del producto.

Con el objeto de impedir que el proceso se prolongue indefinidamente es
necesario aporiar calor al sistema, energia que se gasta en aumentar la velocidad de
sublimacién del producto, manteniéndosae su temperatura constante mientras axistan
en su interior cristales de hielo,
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La sublimacién del hielo comienza cuando la presion en el interior del liostato,
alcance valores Inferiores a la presion de vapor correspondiente a la temperatura de
la superficie, del producto congelado. (2)

b. Transferencia de masa

Al iniciarse la sublimacidn las moléculas de agua que salen de la superficie del
producto congelado, pasan al interior del liostato donde se mezclan con las
moléculas de gases incondensables que ahi se encuentran. La presion en el interior
del equipo es ahora Igual a |a suma de las presiones parciales de los componentes
de la mezcla gaseosa. ‘ '

Si no retiramos esta mezcla de gases del interior del sistema, su presion ira en
aumento dificultdndose con ello la sublimacion del hielo, al impedir sus moléculas la
libre salida de las moléculas de agua de la superficie congelada, como
consecuencia se produce una alza en la temperatura de producto lo que llevara a la
fusion de este. ‘

Se hace necesario entonces eliminar el vapor de agua del sistema, por lo que
las bombas de vacio son insuficientes para lograr este objetivo 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
refrigeracidn, que enfria sus paredes manteniéndolas a une temperatura de -50°C, lo
que permite la condensacion del vapor de agua en su superficie fria.

Por tanto el vapor de agua que se produce durante la sublimacidon, es atrapado
por el condensador. A |a bomba de vacio corresponde la eliminacién de los gases
Incondensabies existentes en el interior del equipc 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 eliminados por |a bomba sale el oxigeno, lo que
permite una mejor comewacl&n del producto terminado,

Si nos pudiéramos situar al interior del producto, veriamos que a medida que
avanza el proceso, se van formando dos fases bien nitidas: Una superior seca y
porosa, constituida por el producto ya sublimado y otra Inferior constituida por el
producto todavie congelado. El limite entre ambas fases se conoce con el nombre de
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interfase, la que ira bajando en la medida que avanza la liofilizacién hasta que
desaparece al sublimar el Ultimo cristal de hielo.

En este momento termina el secado primario produciéndose un brusco
aumento de |a temperatura del producto, comenzando con ello la tercera etapa de la
liofilizaclon. -

3 Secado aecundario

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 ellminada toda el agua libre
existente en el producto. La humedad residual en este momento fluctia entre el 2 al
5 %, constituida principaimente por agua adsorbida. El producto esté précticamente.
seco y puede elevarse su temperatura para eliminar la humedad remanente hasta
llegar a los limites de humedad residual deseada, cuidando siempre que el aumento
de temperatura no lieve a su desnaturalizacién,

El objetivo de esta étapa o8 alcanzar un contenido de humedad residual (H.R.)
que permita la buena conservacion del producto en el tiempo, no axistiendo un valor
tipo de humedad residual, ya que es caracteristico para cada caso y debe
determinarse mediante estudios de estabilidad.

Ha llegado ol momento de sacar el producto del llostato donde se encuentra a
presiones negativas, Es necesario romper el vacio y hay que tenar mucho cuidado
en esta sencilla operacion si no se quiere malograr todo el proceso anterior.

Con esto se ha terminado la liofilizacién del producto, el que se conservard
indefinidamente en el tiempo, dependiendo que se hayan efectuado todas las
operaciones en forma adecuada y de la calldad de! envase elegido. ( 2)
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1.2 Validacién de métodos analiticos‘

1.2.1 Importancla de la validacién

La validacion de un métodos analiticos es parte fundamental del desarrolio de
una nueva formulacién y de la técnica del analisis del control de calidad de una
forma farmacéutica, ya que es durante esta secuencia de pruebas y andlisis, en
donde el quimico se da cuenta si el estudio, el cual est4 siendo evaluado
sistematicamente, cumple con los propdsitos para los cuales fue disefado. (3 )

1.2.2 Parémetros a evaluar

La validacion de un método analitico es el proceso por el cual dueda
establecido, mediante estudios de laboratorio, la confiabilidad de un método.
Generaimente la validacion consta de Ia evaluacion de los sigulentes pardmetros:

1.-Sistema

a) Precision
b) Linearidad

2. Método

8) Exactitud

b) Linearidad
c) Precision

d) Especilicidad

10
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1. Evaluacién del sistema
a) Precisién

Se determina por el andlisis sextuplicado de una misma solucién
estandar correspondiente al 100% establecido en la linearidad del sistema.
1) Criterio de aceptacion
coeficiente de variacion < 2 %
2) Célculos »
ver Anexo seccion 10.2.1 (a) y 10.2.2 (a)

b) Linearidad

Se determina, construyendo una curva de calibracion (concentracion
vs respuesta medida) utilizando por io menos 5 diluciones preparadas a
partir de una misma solucion patrén y haciendo andiisis cuando menos por
duplicado para cada dilucion. (40,41 y 43)
1) Criterios de aceptacion
coeficiente de variacion < 1.5%
r20.89

2, Evaluacién del método
a) Exactitud

Es la concordancia entre un valor obtenido experimentaimente y el
valor de referencia. Se expresa como el porcienlo de recobro obtenido del
andlisis de muestras a las que se les ha adicionado cantidades conocidas
de la sustancia, Se determina de, cuando menos, 8 placebos cargados de

1
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manera independiente con la cantidad necesaria de la sustancia de interés
para obtener la concentracion al 100%.
1) Criterios
coeficiente de variaciéns 2%
promedio de recobro 98-102%
2) Cilculos
ver Anexo seccién 10.2.1 (b) y 10.2.2 (b)

b) Linearidad

Es su habilidad para asegurar que los resultados analiticos, los
cuales pueden ser obtenidos directamente o por medio de una
transformacién matematica bien definida, son proporcionales a la
concentracion de la sustancia dentro de un intervalo determinado. Se
determina a partir de placebos adicionados de cuando menos 3 diferentes |
cantidades de la sustancia de interés, (placebos cargados), cada uno de
manera independiente, haciendo los andlisis por-triplicado.

1) Criterios
cantided adicionada vs cantidad recuperada:
mx1, b=0, ré2098.

c) Precisién

" Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes muestreos
de una muestra homogénea del producto.

La precision es una medida del grado de reproducibilidad o
repetiilidad de! método analitico bajo las condiciones nommales de
operacion. .

) Repetibilidad. Es la precision de un método analitico expresada como ia
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas

12



Simadoth Suthirez Loper DISENO ¥ BETABUCAD DI UN MUCLEO-ROUIPO PARA BL MARCADO INSTANTANEO CON Te-9m DEL Aciio J0RegUNY
3 B D S S S W ety ETa——

bajo las mismas condiciones (analista, tiempo,- aparato, laboratorio,
efc.).

1) Criterios
coeficiente de variacion < 2%
2) Calculos
ver Anexo seccion 10.2.1 (c) y 10.2.2 (¢)

ii) Reproducibilidad. Es la precision de un método analitico expresada
como la concordancia entre determinaciones independientes realizadas
bajo condiciones diferentes( diferentes analistas, en diferentes dias, en
el mismo y/o en diferentas laboratorios, utlizando el mismo y/o
diferentes equipos, etc.).

1) Criterios
coeficiente de variacion < 2%
2) Célculos
ver Anexo seccion 10.2.1 (d)

d) Especificidad

Es |a habilidad de un método analitico para determinar solamente ‘al '
(los) componenta (s) que se va (n) a analizar, Se damuestran
istablociendo experimentaimanta .que los excipientes y sustancias
relacionadas al principio activo, como probunom de sintesis, productos
de degradacion no interfieran con la madicién, es decir, que el método sea
capaz de Sseparar y cuantificar sin interferencias Unicamente la (s)
sustancia (s) de intarés. ‘

ver Anexo seccién 10.2.2 (d)

13
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1.3 Estabilidad

1.3.1 Importancis de un estudio de estabilldad

Entre los muchos requisitos que debe cumplir un medicamento para que pueda
salir al mercado, destacan los estudios de estabilidad del mismo, Estos estudios
consisten en poner el medicamento a diferentes concentraciones de temperatura e ir
determinando la concentracién del principio activo a diferentes tiempos; de los
resultados obtenidos, es posible calcular la constante de velocidad de degradacion
del principio activo en el medicamento y el orden de reaccién; ya con estos datos es
posible calcular la facha de caducidad a temperatura ambiente, haciendo uso del
modalo matemitico de Arrhenius, (8)

1.3.2 Tipos de estabilidad
1. Establiidad fisica

En este caso se estudia si ha ocurrido aigun cambio en las propiedades fisicas
tales como color, uniformidad, redispersabiidad, transparencia, solubilidad, elc., ya
que durante el simacenamiento puede producirse |a apericién de precipitados,
cambios on la solubilidad o en la velocidad de disolucion, separacion de fases en las
emulsiones, elc. Esas modificaciones, que aparentements son inofensivos cambios
fisicos, pueden tener importancia fundsmentaiments en lu efectivided terapéutica
del medicamento. (8)

2. Estabilidad quimica

Se basa en |a determinacion a través del tiempo del mantenimiento de la
integridad quimica del medicamento, asi como su potencia establecida en la efiqueta
durante el tiempo de vencimiento sefialado, empleando para ello métodos de andlisis
quimico-fisicos especificos. (8) ’
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1.3.3 Diferentes metodologias empleadas en los estudios de
establlidad

1. Métodos de vida de estante

Es o método mds cldsico, el cual ha sido empieado desde el comienzo mismo
de |os estudios de estabilidad. Para ello se seleccionan de la produccién toda una
serie de muestras conocidas como lotes testigos, las cuaies son almacenadas en ias
mismas condiciones prescritas por el productor.

Posteriormente se selecciona un método analitico especifico aproplado y las
muestras son valoradas periédicamente  organoléptica 'y quimica o
microbioiégicamente, siendo registrados estos resultados hasta que se observa una
perdida de potencia por debajo de lo establecido (10% en la generalidad de los
casos), 0 hasta que las caracteristicas organclépticas no permisibles o limites de
producto de descomposicién son alcanzados, no deblendo permanecer por mis de 5
afios en el mercado, bajo ninguna circunstancia.

Este tipo de estudio tiene como principal limitante la cantidad del tiempo
necesario a emplear para poder conocer la fecha de vencimiento, ya que solamente
se pusde ir alargando la misma de acuerdo al pericdo analizado. Tiene también la
desventaja de que si ia formula no es suficiantemaente estable, esto séio se conocerd
al final de! trabajo, lo que significaria una perdida considerable de tiempo. (8,7)

- 2. Métodos cinéticos isotérmicos

En este caso se aplican los principios de la cinética quimica, teniendo como
premisa que |a velocidad de reaccién aumenta con la temperatura,

Para ello se colocan las muesiras en homos a diferentes temperaturas y se
van realizando valoraciones en el tiempo hasla alcanzar una concentracion de
producto final cercana al 50% y se obtiene una serie de datos de concentracién
contre tempo. Una vez realizado ésto, es necesario comenzar el procesamlento
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matematico de los datos a fin de verificar toda una serie de parametros cinéticos
como son;

- Orden de reaccién.
-Obtencion del valor de la constante de velocidad en las diferentes isotermas.

A fin de obtener e! valor de! orden de reacclén se pusde emplear toda una
serie de métados siendo el mas usado el métado grafico, aunque pueden ser usados
el método de vida media, el método de sustitucion, etc. El orden de la reaccion es
pasible obtenerio solamente a partir de la experimentacion.

Los métodos cinéticos no obstante, permiten realizar e! estudio de estabilidad
en un tiempo mucho mas corto que ¢! empleado en la vida de estante y asi obtener
resultados confiables en un periodo razonable. (8,7)

1,3.4 Aplicacién de la cinética a productos liofilizados

En el caso de formas sdlidas, la problematica de la aplicacion de la cinética se
vuelve un tanto mas ineficiente debido a toda una serie de factores, que se acentuan
aun més por estar ausente de fases liquidas. ; ' '

Los productos llofilizados, resultan ser un caso especial, ya que el porcienta de
humedad que contienen los mismos debe estar airededor del 1% si se ha reatizado
un buén proceso tecnoldgico, pero esto pueds variar y ser muy. superior al de las
tabletas, con lo que hay productos que se afectan répidamente, como es el caso de
las tetraciclinas;, ademas, por lo general, se encuentran en una atmésfera inerte y
deben ser estudiados después de su reconstitucion. La aplicacion de la cinética,
aunque puede verse limitada en el caso de! praducto sin reconstituir, puede ser muy
(tit, para predecir la vigencia del proeducto después de reconstituido, asi como la
temperatura de almacenamiento adecuada, que se debe emplear para mantenerio
después de la reconstitucién. (7,8)
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1.3.5 Pruebas del estudio de estabilidad para polvos y liofilizados

Los parametros a evaluar son: contenido del farmaco, caractéristicas
organolépticas, humedad. Si el producto es para reconstituir se debe preparar de
“acuerdo a las instrucciones indicadas en la etiqueta y los parémetros a examinar
durante el periodo de conservacién recomendado son; contenido del farmaco,
caracteristicas organolépticas y pH. (6,7 y 8) ' '
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1.4 Monografia del AcMo IOR egf/r3

1.4.1 Descripcién

1 Nombre

Anticuerpo Monoclonal antireceptor de EGF ior egf/r3

Figura 1 Representacion de las dos cadenas pesadas y una ligera, donde se
realiza ia ruptura de los puentes disulfuro. En la cual se presenta la formacion del
complejo.

2 Peso Molécular

12000 a 36000
3 Color y Apariencia
€l anticuerpo monoclonal es transparente estéril y apirogénica qué puede

contener algunas particulas finas y transitcidas, las cuales no afectan su
efectividad.

18
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4 Historia

En 1975, en los laboratorios de Investigacién Médica de Cambridge, en el
Reino Unido, los investigadores Georges Kohler y Cesar Mulstein
disedaron la tecnologia del hibridoma para la produccion de anticuerpos
monaclonales en grandes cantidades. A partir de entonces se empleo esta
tecnologia para la obtencion de anticuerpos monoclonales con todo tipo de -
aplicacion, basicamente en analisis clinicos. En 1978 el doctor Thomas
Waldman, jefe del departamento de Metabolismo del Instituto Nacional del
Cincer de Bathesda, en Maryland (EE.UU) fue uno de los primeros en
emplear ei anticuerpo monoclonal para diagndstico contra el cancer.

En 1989 Schwarz y cols desarrollaron un método que utiliza los puentes
disulfuros en las proteinas para conjugar el Tc-99m a los anticuerpos
monoclonales a través de una sal de estaito,

Actualmente el Centro de Inmunologia Molecular de |a Habana, Cuba, ha
generado un hibridoma productor de un Anticuerpo Monoclonal que
reconoce e receptor de EGF con alta afinidad, existiendo resultados
preliminares de estudios inmunogammagréficos con Anticuerpos
Monocionales IOR egl/r3, en tumores neoplasicos de cabeza y cuello que
demuestran su especificidad inmunogammagrafica. (9, 10, 11y 12)

4.4.2 Obtencién

EI IOR egt/rd es un Anticuerpo Morioclonal tipo IgG2a secretado por el
hibridoma derivado de la fusion del misloma de ratén con los linfocitos del
bazo de ratones inmunizados con una fraccién parcisiments purificada del
receptor del factor de crecimianto epidérmico humano. Este Anticuerpo
Monoclonal es purificado a partir del liquido ascitico murino utilizando
cromatografia de afinidad Proteina A sefarose. (13,14)

1.4.3 Método de andlisis
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1 Identificacién del AcMo por CLAR con detector de arreglo de
diodos

Para la identificacion del Anticuerpo Monoclonal IOR egf/r? ha sido embleada ‘
una columna de fiitracion gel Protein Pak 300 sw y un sistema eluyente de
solucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4 con un fiujo de 1.0 m/min
auna longitud de onda de 280 nm. En dicho sistema se han obtenido
cromatogrémas de AcMo IOR egf/r3 con un tiempo de retencién entré 68y -
7.2 minutos, Una muestra de AcMo IOR egf/r2 es mostrada en el Anexo
seccion 10.2.2 (d)

2 Identificacion del AcMo por cromatografia instanténea en capa fina
ITLC-SG ‘

La finalidad de desarrotlar este sistemaha sido el de tener la posibilidad de
separar las diversas impurezas radioquimicas que se forman al reconstituir
un nucleo-equipo de Anticuerpo Monocional IOR egf/r3 con el eluato de
pertecneciato. Para ello se han empleado tiras de ITLC-SG ( Tiras de fibra
de vidrio impregnadas con silica Gel, para cromatografia instanténea de
capa fina) de 1 X 10 cm a las que se les ha hecho eluir con tres diferentes
sistemas, Posteriormente se han cortado por {a mitad y se ha determinado
la actividad tanto en e! origen como en e! frente de! sistema mediante o!
empleo de un contador de centelleo sélido, Nai(Ti). De esta forma, ias
diferentes especles han sido separadas como se muestra onla siguiente
tabla;
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SOPORTE ITLC-SG ITLC-SG ITLC-SG(HSA")
DISOLVENTE NaCl ACETONA NH4OH.ET-OH Hy0
RIIIMTCO4" 0910 09-1.0 0910

RMOMTCO, HpO 0.0 00 0.0
RI9IMTC-ACMo 00 0.0 ~07-1.0
RIF9MTC.EHDP 0810 00 0.6-1.0

* {TLC-SG(HSA) han sido preparadas sumerglendo tiras de ITLC-SG en
solucion salina conteniendo seroalbumina (5mg/mi) durante 30 minutos, lavadas y

secadas a temperatura ambiente. (15)

1.4.4 Farmacologia

El receptor dei factor de Crecimiento Epidérmico (R-EGF) ha sido
implicado en la transformacion maligna debido a varios aspectos: 1) El
gen que codifica para el R-EGF se ha encontrado ampiificado en
carcinomas epidermoides humanos, 2) Su expresion en el cancer

mamario humano esta asociado a la malignidad del tumor.

Ei factor de crecimiento epidérmico (EGF) es un polipéptido de 53
aminodcidos capaz de estimular la proliferacion de células epiteliales y
de origen mesenquimatoso. Este receptor (R-EGF) ha despertado un
interés creciente en las investigaciones sobre las neoplasias malignas.

(14)
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1.4.5 Caracteristicas terapéuticas

1 Presentacion Farmacéutica

Liofilizado con 2.6 mg de anticuerpo monoclonal murino IOR egt/r3
estéril y aplrogénico en solucién amortiguadora (pH 6.5-7.5) de
fosfato monabésico de sodio (2.75mg), fosfato dibasico de sodio
(10.32mg), 5.55 mg de etano-1-hidroxi-1,1-difosfonato (EHDP),
0.003mg de cloruro estanoso (SnClp) y 1.875 ug de écido gentisico y
excipiente cbp a 24 mg.

2 Administracién y dosis

Cada nucleo-equipo dei liofilizado se reconstituye con § ml de
solucion salina estéril, la cual contiene ®®MTc con una actividad de ,
2.5 mCi, éste es administrado por infusién intravenosa y monitoreado
a los 30 minutos de la inyeccidn. (14)

3 Aplicacién clinica

Clinlcamente el receptor del factor de crecimiento epidérmico (egf/r)
es recomendado como diagnostico en los tumores malignos de
origen epitelial tales como los de mama, vejiga, ovario, vulva,
es6fago, colon y pulmén. (14, 15y 16)

4 Precauciones

No debe ser administrado a personas embarazadas o personas que
actualmente Fayan recibido otra dosis con la misma actividad. No
debera administrarse sin estricta vigilancia médica.
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§ Toxicologia, efectos adversos

En un estudio elaborado por administracion aguda del Anticuerpo
Monaclonal IOR egf/r3 con cuarenta ratas Sprague Dawley hembras
de 150-200 gramos de peso corporal y cuarenta ratas macho de 180-
240 gramos de peso corporal, empleando una dosis equivalente en
la rata de 0.34 mg/Kg (De acuerdo a la dosis total propuesta para fa
administracion en los pacientes), y al ser realizados los siguientes
ensayos: 1) Una dosis 10 veces mayor (3.4mgkg), 2) Una dosis 25
veces mayor (8.5 mg/Kg), se observo que en el estudio en ratas
macho el comportamiento de los animales tratados con ef OR egfir3,
en ninguno de los grupos se registraron alteraciones del incremento
del peso corporal y no indico la existencia de cambios en el
comportamiento o fa actividad que pudieran relacionarse con la
toxicidad del producto. '

En el caso de las ratas hembras tampoco indico alteraciones en el

comportamiento de fos animales durante el perfodo de observacion.
La evaluacion de los indices hematoldgicos no muestran valores que
se comporten diferente de los normales en ninguno de ios grupos
tratados tanto machos como hembras en relacion al ‘control, asi
mismo el andlisis de los datos de ia bioquimica sanguinea no
muestra tampoco valores que pudieran considerarse fuera de los
valores normales en urea, colesterol y proteinas totales.

En conclusion la_administracion del Anticuerpo Monoclonal {OR
egli3 a ratas de ambos sexos no produce alteraciones del
comportamiento de los animales ni del incremento del peso corporal
de fos mismos en un periodo de observacion de 1 mes posterior a {a

administracion de las dosis de hasta 25 veces superior a la.

propuesta para el humano. (14)
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1.4.6 Biodistribucién

En un estudio en ratas Sprague Dawley machos con pesos entre

140-200 gramos, se le inyecté a cada animal 14430 Bqp de
actividad, Los animales fueron sacnificados a los intervalos: 15', 30',
1, 4, 6,24, 48 y 72 horas post Inyeccién, ademas de un instante
inicdal (2-3 min. después de la inyeccion). El producto fue
administrado via endovenosa, Los drganos que se extrajeron fueron:
higado, bazo, fémur, piel, testiculos, rifiones, misculo (muestra),
tiroides, pulmones, timo, estomago, vejiga, intestinos delgado y
grueso, corazén y sangre, los cuales se pesaron y la radiactividad de
los mismos se midié en un contador de pozo ZAHLER VA-G-120. -
Al ser concluido el estudio se obtuvo que los valores de mayor
incorporacién - aparecen . en los pulmones, rifiones, plel, vejiga,
corazon y sangre en el intervalo de 1-4 horas después. de la
Inyeccién. No se presentan acumulaciones en ningin érgano. Para
los puntos de 48 y 72 horas los valores de incorporacion son
minimos en comparacién con los anteriores. Obteniéndose un tiempo
de vida media aproximado de 45 a 52 horas. (14)
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1.5 Generalidades de los Radiofarmacos

1.5.1 Definicién de radiofdrmaco

Los radiofdrmacos son toda sustancia quimica conteniendo un atomo radiactivo
dentro de su estructura que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de
radiacion, son administrados con el fin de visualizar la anatomia de un érgano o
sistema, evaluar el comportamiento fisiopatoldgico a nive! de los tejidos, analizar a
través de su metabollsmo . el comportamiento bioquimico o determinar
cuantitativamente sus parametros farmacocinéticos comparando estos resultados
con los obtenldos en una poblacion de seres humanos normales voluntarios. (17,18)

1.5.2 Definicién de nicleo-equipo

Un nucleo-equipo es un frasco de reacclon estén y libre de pirégenos que contiene
sustancias quimicas no radiactivas necesarias para la prebaraclén de un
radiofaimaco cuando se le hace reaccionar con una solucion de pertecneciato-Te-
99m.,

Los componentes primarios de un radlofdrmaco son el ligante y el agente reductor,
mientras que  los secundarios son agentes dispersantes, establlizadores,
diluentes,etc.(19) ' ’

1.8.3 Caracteristicas de los radiofdrmacos

Los radiofdrmacos son los trazadores radiactivos de uso interno, que se emplean en
medicina nuclear en exploraciones diagndsticas y en radioterapia. Su aplicacion es
siempre al interior del organismo, por lo que su utilizacién sélo puede justificarse por
la obtencion de un beneficlo neto que compense el riesgo que pueda entraiar el
empleo del trazador radiactivo por pequefio que éste sea. Como se ha dicho, un
radiofarmaco estd constituido por un radionucildo integrado en un farmaco,
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eligiendose al primero de acuerdo a sus caracteristicas nucleares como son : tiempo
de vida media, energia de emision, tipo de radiacion emitida, toxicidad y
disponibilidad,

El fdrmaco se elige de acuerdo a su selectividad orgdnica y/o participacion en
un proceso fisiologico, factibilidad de ser marcado con un radiondclido sin alterar sus
propiedades biologicas. (17,18 y 20)

1.6.4 Sintesis de moléculas marcadas

1 Trazadores radiactivos de uso "in vivo" e "In vitro"

Lds trazadores radiactivos de uso "in vive" necesitan, para su correcta utilizacion,
cumplir los requisitos exigidos a un farmaco segun su F.F. y |a via de administracion,
mientras que en los trazadores de uso "in vitro" se pueden utilizar sustancias no
permitidas para uso intemo tales como solventes orgdnicos, bactericidas téxicos etc.
Las caracteristicas para cada uno son las siguientes:

a) Radiontclidos para trazadores de uso "in vivo": periodo corto, poco energéticos,
emisores gamma.

b) Radionuclidos para trazadores de uso “in vitro". semiperiodo largo, de energia
variable, emisores beta o gamma, que no se dlstorsionenllas moléculas que
marcan. ( 18,20) '

2 Técnicas de marcaje

El marcaje consiste en introducir el radioniclido en la molécula a marcar para
obtener el trazador radiactivo. Las operaciones de marcaje pueden ser de dos tipos
diferentes, marcajes "in vivo" @ "in vitro",

a) Sintesis "in vitro": Son reacclones quimicas en presencia del radiontclido elegido
durante que el radionuclido se incorpora ala molécula; normaimente son procesos
de oxido-reduccion.

b) Sintesis "in vivo"; Consiste en incubar a un organismo vivo, normaimente a un
microorganismo, en presencia del radioniclido para que ese microorganismo lo
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capte del medio y lo utilice en su metabolismo, sintetizando la molécula requerida
que quedara marcada. (18,20)

3 Marcaje de moléculas con tecnecio

Para marcar moléculas con el eluido de| generador es preciso reducir el tecnecio y
pasarlo de valencia 7+ a otro estado de oxidacion mas bajo; 3+, 4+ 6 5+, estados en
los que es mas reactivo,

Para la reduccion se han utilizado numerosos agentes reductores pero normalmente
los mas usados son el cido ascorbico y cloruro férrico, y sobre todo el cloruro
estanoso, que es el que en la practica resulta mas habitual. (19)

1.5.5 Clasificacién de los radiofdrmacos

a) Radloférmacos "sustrato no especifico": permiten el estudio de clertos procesos

fislologicos y tienen la caracteristica de no participar en reacciones quimicas del .

organismo.

b) Radiofarmacos "sustrato especifico": participan en una reaccién quimica definida o
toman parte de una interaccion ligando-sustrato especifico, siendo esta
reactividad deblda a |a analogia con los sustratos metabélicos naturales. (17,18)

1.5.6 El tecnecio en medicina nuclear

El tecnecio (del griego "lechnetos” = artificial) fue aislado en 1837 por C. Perrier y E.
Segré, al irradiar molibdeno en el ciclotrén de Berkeley, Callfomla. En la actualidad
se conocen mas de 16 isétopos y sels isdmeros nucleares, por supuesto todos
radiactivos, con masas de 92 a 107 y vidas medias que oscilan entre cinco segundos
para e! 103 y 2.6 millones de afios para e! 97. (19, 21)

1 Tecnecio-89

- No. atémico 43, No. masico 89. No. neutrénico 56,
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Metal de transicion del grupo de la tabla periédica, entre el manganeso y el renio; su
comportamiento quimico @s mas semejante al del renio: forma aniones estables
(pertecneciato), sales y heptasulfuros insoiubles.

No. de oxidacidn: -1, +1, +2, 43, +4, +5, 48 y +7,

Configuracion electronica: (Kr)5s2 4d o bien: (Kr) 5s 4d .

No. de coordinacion: 4 & 10. (19, 21)

2 Tecnecio-99m

Es el radiontclido més utiizado en todos los laboratorios de radiofarmacia del
mundo, emite radiaciones gamma de 140 Kev (90%) y su tiempo de vida media fisica
es de sels horas, Se utiliza en forma de pertecneciato y en esfado reducldo se une a
muchas sustancias (radiofdrmacos). Se utiliza en soluciones nanomolares
1mCi(37MBq) representan 0.19 ng de peso).

Actividad especifica: 5300 millones de mCi/g.

Obtencién: Es relativamente facil por los generadores de 99Mo/99MTc. EI témino
ngenerador de 99MoA9MTc" se refiere al sistema de los dos radionucieidos, que
permite la separacién del radionucleldo hijo, en fooma de- pertecneciato, al hacer
pasar solucion salina a través de una columna de alimina que adsorbe fuertemente
- al molibdeno. Al proceso de extraccién se le llama elucion y a la solucién que
arrastra 8l pertecneciato se le llama eluido o eluato. L.a manipulacién del generador
se debe efectuar siguiendo los lineamientos de un programa que garantice la calidad
del pertecneciato eluido. (19, 21)

3 Ventajas del Tc-39m en medicina nuclear
a. Es de ficil obtencién: Generador de Molibdeno-Tecneclo
b. Tiempo de vida media fisica corto (6.02 horas).

c. La energia de las radiaciones gamma es de 140 Kev, ficilmente detectadas y
proporcionan iméagenes de alta calidad (monoenergético).
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d. Desintegracién por transicién isomérica sin radiaciones beta, por lo que se pueden
administrar dosis relativamente allas para efectuar estudios clinicos en menos
tiempo y con menor tiempo de exposicidn.

@. Se obtiene como pertecneciato, méximo estado de oxidacion.

. (18,19, 21)

1.5.7 Control de calidad de radiofaArmacos

1 Controles fisicos

a) Caracteristicas organolépticas

Todo inyectable debe estar libre de particulas visibles a simple vista, con iluminacién
puntual de lémpars de tungsteno y fondo blanco y negro, Con respecto a la aparicién
de turbidez, se considera que una solucion inyectable debe ser clara y limpida &
excepcién de las suspensiones coloidales, microagregados, macroagregados y
microesferas. (17,18)

b) Tamafio y niimero de particulas

Dependiendo del grupo de particulas en suspensién se pueden usar distinlos
métodos, por ejemplo; para coloides, podemos mencionsr pesar a través de
membranas, microscopia electrénica o filtracion en gel. Para macroagregados,
microagregados o microesferas basta con un microscopio de buena resolucién y una
cémsera cuenta glébulos. (17,18y 20)
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2 Controles quimicos

8) Pureza quimica.

Se define como la fraccion de la masa total presente en una forma quimica
especifica, La pureza quimica puede referirse tanto a la sustancia de la que forma
parte el radionucleido, como a los reactivos usados en la- formulacién del
radlofarmaco. Ademas de considerar |a pureza quimica de los blancos a irradiar en la
etapa de produccion de un radionucleido, es importante considerar fa pureza de las
soluciones portadoras y de los reactivos utilizados en |a preparacion de los nicleo-
equipos para marcacién instantdnea con  isélopos de corto - periodo de
semidesintegracion. ‘

Los métodos mas cominmente utilizados para ia determinacién de pureza quimica
son: espectrofotomelria de absorcién en el visible y ultravioleta, espectroscopia de
absorcion atémica, colorimetria, etc. (17,18) ‘

b) Determinacién de pH
Tédos los radiofdrmacos deben tener un pH adecuado para asegurar su estabilidad.
El pH 7.4 seria el ideal paraun udoft_muco. sin embargo, esto no es critico y puede

variar entre 1.5 y 9.0 debido al alto poder regulador de la sangre y alos pequefos
volumenes de radiofarmacos que se administran, (17,18)

3 Controles radioquimicos

a) Pureza radioquimica,
Se define como la proporcion dei radionuclido presente en una forma quimica dada.

Tanto la preparacion como la purificacion de un radiofarmaco influyen en su pureza
radioquimica,
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Las impurezas pueden aparecer debido a la descomposicién parcial del compuesto,
al medio de preparacién, concentracion de actividad, temperatura y tiempo de
almacenamiento.

Para determinar la pureza radioguimica de ellos, es necesario separar los
componentes radiactivos del sistema, .utilizando métodos sencillos y rdpidos como
son;

Cromatografia en papel
‘ CLAR
Cromatografia en capa deigada
Electroféresis
Filtracién en gel
(18, 21)

4 Controles bioldgicos

8) Esterllidad

Se define como tal , la ausencia de toda forma de microorganismos visbles, Es
necesario tener presente que los ensayos de esterilidad no deben ser la Unica
maedida considerada para asegurar que cualquier inyectable sea estéril. Tan sélo o
parte de un sistema de produccion rutinario donde deben controlarse, ademds,
condiciones higiénicas de trabsjo, métodos, contaminacion previa a la estenilizacion,
eficiencia del proceso de esterilizacion, etc. También el usuaro debe. tomar
precauciones, (técnicas asépticas) en el momento de utilizar el radiofdrmaco,
especiaimente en aquellos frascos multidosis los cuales pueden usarse sélo un
periodo de tiempo, (17,18)
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b) Toxicidad

El estudio de toxicidad tiene por objeto exciuir la posibilidad de que el radiofdrmaco
resulte toxico para el paciente, debido a una eventual contaminacién quimica con
alguna sustancia nociva manipulada durante el proceso de produccion. :

Existen por lo menos 3 fuentes esenciales de toxicidad en los radiofdrmacos:
radiotoxicidad, toxicidad quimica de los componentes no radiactivos y toxicidad de
los excipientes. (17,18)

¢) Isotonicidad

Una solucién es isotdnica, cuando su concentracion osmética es igual a la del suero
sanguineo sin provocar alteraciones quimicas o biolégicas en este y/o en sus
componentes. En soluciones inyectables por via subcutdnea o intramuscular, es
conveniente usar soluciones isotonicas para mantener la integridad de los tejidos.
(17,18)

d) Pirégenos

Los pirdgenos son endotoxinas, producto del metabolismo de los

microorganismos. Su presencia en soluciones inyectables, ya sea por via

 iniravenosa o @ veces intramuscular, trae consigo una reaccion febril que
se manifiesta poco después de ser inyectada en un animal homotermo,
provocando variacion de la temperatura basal. (17,18)

o) Distribucién biolégica

Debido a ia necesidad de contar con datos estimativos de |a localizacion biolégica do .

un compuesto radiofarmacéutico, como un instrumento de saguridad antes de ser
inyectado a un paciente, se efectian controles de biodistribucién en animales de
laboratorio, dichos estudios no son extrapolables a los humanos, pero si ofrecen un
buen modelo bioldgico en el comportamiento de los radiofdrmacos. (17,18)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace una década los anticuerpos monoclonales han formado parte del
estudio de las clenclas biomédicas, se necesito tiempo, antes de que los anticuerpos
monoclonales vinieran a ser Utiles en el diagndstico y terapia de diversas neoplaslas

y poder disminulr de esa forma a el principal indice de mortalidad en los paises

desarrollados.

Los anticuerpos monaoclonales han tenldo un impacto significativo en la préctica de la
Medicina Nuclear, debido a que éstos ai ser radiomarcados, llegan a ser
radiofarmacos que se emplean como diagnostico para realizar la exploracion
gammagréfica de un determinado érgano.

La radioinmunoescintigrafia es una técnica actual que se utlliza en los paises
desarrollados para el diagnéstico y tratamiento precoz de cénceres y sus metdstass,
En México la escasa utilidad de radiofdrmacos inmunogammagréficos, asi como la
poca investigacién de estos temas, se conjugan para tener poco difundida dicha
técnica. En 1993 el Departamento de Materieles Radiactivos de! Instituto Naclonal de
Investigaclones Nucleares G. Ferro y cols. desarroliaron una formulacion lofillzada
para el mercado instanténeo con 99mTc del enticusrpo monoclone! IOR-CEA1 contra
céncer de colon, con resultados exitosos (G. Femo et al A Freeze Dried Kit
Formuletion for the preperation of 89mTc-EHDP-MoAb-IORCEA1 complex. Nucl.
Med. Blol. in press, 1894 MsNo. 0.97).

La idea de continuar con esta linee de invut_igadén es uno de los objetivos de esta
tesis ya que se pretende obtener un radioférmaco inmunogammagrifico designado
AcMo-IOR-eglir3, éste es un conjugado obtenido a pertr de un anticuerpo
monoclonal murino ior egf/r3 contra el receptor del factor de crecimiento epidermico
(EGF) humano. Tras su marcado con 99mTc actie como un agente
Inmunegammagrafico, para estudios pronésticos de céncer de mama, debido a que
una de cada 15 mujeres con masas mamerias tienen céncer.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo general:

Obtener una formulacion liofilizada de la preparacién dal nticteo-equipo
99mTc-AcMo-IORegf/r3.

3.2 Objetivos especHficos:

o Desamollar una formulacion liofilizada del AcMo-IORegf/r3 para la
preparacion del nicleo-equipo 99mTc-AcMo-IORegf/r3,

o Validar el método analitico para la cuantificacion de! anticuerpo monocional
mediante CLARy U.V..

o Establecerun ostudio de establiidad acelerada a la formulacién obtenida.
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4. HIPOTESIS

Si se encuentra la formulacion de un nlcleo-equipo cuyos
componentes primarios son el Anticuerpo Monoclonal (AcMolORegf/r3),
Cloruro Estanoso (SnCl;) y Etano-1-hidroxi-1,1-difosfonato (EHDP) as|
como la aprobacién de los controles de calidad de los radiofarmacos,
entonces la formacion del complejo Te-99m-AcMo (-S-99mtc-S-) tendra
una pureza radioquimica mayor al 90% tenlendo una formulacion

estable, eficiente y segura.



6. DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 Materiales

§.1.1 Reactivos

1. 2-mercaptoetanol, Sigma, lote M6250.

2. Gammaglobulina de conejo, Sigma, lote G-0260.

3. Cloruro estanoso anhidro, Sigma, lote S27562.

4. Nitrégeno de alta pureza, INFRA 99.985% pureza UN1066.

5. Eluato de 99MTcO," obtenido de un generador 88Mo/#8MTc GETEC-ININ.

6. Anticuerpo monoclonal murino IgG1 IOR-EGF/r3, suministrado por el Centro de
inmunologia Molecular (Habana, Cuba) dentro de viales conteniendo 1 ml de una
solucion neutra estéril y aplrogénica con una concentracidn de anticuerpo de 5 mg/ml.

7. Etano-1-hidroxi-1, 1-difosfonato (EHDP), sintetizado en el laboratorio.

8. Gluconato, sintetizado en el laboratorio.

9. Acido ascdrbico, polvo reactivo, Sigma, lote 778R.

10. Albimina Humana "Seralbumin”, Reg No 89554 S.S.A clave 3862, Cutter, lote
84Y014,

11. Pluronic F-88 muestra de polioies, S.A, lote 121A.3,

12, Acido gentisico, Sigma, lote 6-5254.

13. Etancl "Baker Analyzed" Reactivo, andlisis de lote M-31841.

14, Acetona, "Baker Analyzad” Reactivo,pureza 99.5%, andlisis de lote 39737, iote 8006-

. 82, o

15. Hidroxido de amonio, "Baker Analyzed" Reactivo, andlisis de lote CA0458, lote 9721.
02, _

18. Fosfato de sodio dibdsico anhidro polvo (NagHPO4), "Baker Analyzed" Reactivo
andlisis de lote M-30262, lote 3828.

17. Fosfato de sadio monobasico-cristales (NaHPO4.Hy0), “Baker Analyzed” Reactivo;
anilisis de lote M-33087, lote 3818. '

18. Acido clorhidrico, "Baker Analyzed” Reactivo, lote 9535-54.

19, Agua Millipore

20, Solucion salina



21, Muestra de endotoxinas liofilizado de E. coli.

22, Limulus Amebocyte Lysate (LAL) con 0.125 EU/mL, lote H450DL.

23. Medio de Tioglicolato Liquido (Pruebas de esterilidad de productos biologicos y
farmacéuticos), pH 7.1 £ 0.2, DIBICO S.A. de C.V.,, lote 2331054,

24, Medio de Cultivo Caido de Soya triplicaseina, (cultivo de gérmenes exigentes), pH
7.1£0.2, DIBICO S.A. de C.V., ote 2333054, ’

§.1.2 Material

1. Membranas de 0.22 micras, Millipore Co., lote H 4 CM01524.
2. Tiras de fibra de vidrio impregnadas con silica gel (ITLC-SG), Gelman Sciences inc.
lote 9743.
3. Matraz Erlenmeyer 125 ml.
4, Kitasato de 1000 ml,
5. Vaso de precipitado de 50 ml.
6. Vaso de precipitado de 250 mi,
7. Vaso de precipitado de 150 mi.
8. Vaso de precipitado de 500 mi.
9. Pipeta graduada de 1 ml.
10. Pipeta graduada de 5 ml,
11. Probeta de 100 ml.
12. Probeta de 25 mi.
13. Soporte Universal.
14. Pinzas de tres dedos.con nuez.
15. Matraz balén de tres bocas de 250 m!.
16. Tubos de ensayo 150 X20 mm.
17. Piseta.
18. Termdmetro -10°C-200°C.
19. Cronémetro Sportex.
20. Guantes esténies hypo-shergicos Safekin.
21. Micropipeta de 100 -1000 /.
22. Micropipeta de 5-50 .
23, Jeringa de inyeccién (HPLC) Unimatrics,
24. Embudo para filtracion (millipore).
25. Gradilla para tubos de ensayo.
26. Pinzas para filtracion,
27. Papel filtro Gelman Sciences.
a7
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28. Filtro Millipore (swinnex 25).
29. Jeringa plastipak de 10 mi
30. Jeringa plastipak de 5 ml.

31. Jeringa para insulina.

32. Parafilm, laboratory film American National Co.
33, Tabla de diseccion, '

34. Bisturl.

35, Boisas de pldstico (10X5 cm).

6.1.3 Bioidgico
1. Ratones blancos cepa Balb-C

8.2 Equipo

1. Espectrofotémetro U.V., Beckman, modelo 35.

2, Detector de centelieo sélido, Nal(Tl) Nuclear Medical Laboratories, Inc.

3. Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia (HPLC) Laboratoy Data Control con columna
de filtracion de gel Protein Pak 300 sw (Waters).

4. Liofilizadora Virtis, modelo 10-100.

5. Campana de fiujo laminar VECO.

6. Colector de fracciones coll-300, Pharmacia.

7. Balanza Analitica Sartorius 1602MP. ,

8. Balanza semianalitica OHAUS, BRAINWEIGH B 1500D.

9. Estufa Nacional.

10. Vértex Maxi Mix 1 Type 16700 Mixer.

11. Parrilla de agitacién y calentamiento, Nuceriter Thermolyne Pat No. 3360 712



§.3 Método

ANBO QN oA

En el diagrama se esquematiza el método desarrollado en la parte experimental:

FORMULACION POR UNIDOSIS: LIGANTE, AGENTE Y SnCl;.

AGENTES

MEZCLAR
REOUCTORES CON Ac
(30,40 Y 46 min),

ESCALAMIENTO DE LA UNIDOSIS

TEWO NO /' PR.
n24Y80. >0%

AGITAR A 180
DURANTE tmin,

UOPRACION
CIKLOAYD
NO

.
2% N\ 8 [ PRvEs

ryiT Y DATROUOON

CLYIL S

\ ) SOLOMCA

8 ESTAMUOAD
- ACELERADA



Debido al costo que presento e Anticuerpo Monoclonal, para fa elaboracién de la
formulacion, primeramente se realizo el ensayo experimental con fa gammaglobulina de
conejo, el cuai tuvo un costo mas accesible para que se realizara la investigacion.
Posleriormente al llegar a la formulacién adecuada se elaboro con el Anticuerpo
Monccional.

§.3.1 Preparacion de soluciones

&, Preparacién de la solucién amortiguadora de fosfatos

Se pesaron 1.147 g de NagHPO4 y 0.306 g de NaHyPO4-H,0, se disolvieron en 50 ml
de HyO millipore, hasta disolucion completa con previo calentamiento. La disolucion
obtenida se aforé con 500 m! de HaO millipore, filtrando con membrana de 0.45 kM, La
solucion filtrada fue sonificada, enfriada a 4 °C y después purgada con nitrégeno durante

15 minutos.
b. Proparacion de la curva de callbracion para proteinas en e U.V.

La concentracion obtenida de la proteina después de haber sido purificada fue de 2.5
mg/mi. Para que se realizara esta curva de calibracion se partié de esta concentracién
para ia realizacion de ias diluciones, siendo que ésta concentracion de la proteina tenia
que estar incluida dentro de la curva de calibracion.
Entonces se prepararon las siguientes diluciones:

Dilucion (VIV) Concentracion (mg/mi)

SO 5
24 2.5
24 1.25
24 0.625
24 0.312

¢. Preparacion del Medio de Tioglicolato Liguido,

Se rehidrataron 29.5 gramos del medio de cuitivo en 1000 m! de HyO destilada,
calentando a ebullicion hasts disolucion completa, Se distribuyeron volimenes de 15 m!



en tubos de 150 X 20 mm, esterilizando el medio a 121 °C ( 15 plg? de presion) durante
15 minutos. Los medios de cuitivo se guardaron en la oscuridad a temperatura ambiente.

d. Preparacion del Medio de Cuitivo Caldo de Soya Tripticaseina.

Se rehidrataron 30 gramos del medio de cultivo en 1000 ml de HyO destilada,
calentando a punto de ebullicién hasta completa disolucion. Se distribuyeron 15 mi en
tubos de 150 X 20 mm, esterilizando el medio a 121 °C (15 plg® de presién) durante 15
minutos. Los medios de cultivo se guardaron a temperatura ambiente,

5.3.2 Eleccion del agente reductor para la reduccién del anticuerpo.

a. Reduccién de los puentes S-S utilizando 2-mercaptoetanol.

La gammaglobulina de conejo fue preparada a una concentraclon de 5 mg/ml, y
fraccionada en alicuotas de 500 pl, estas fracciones se saturaron de nitrégeno durante §
minutos y fueron reducidas con 1.5, 2.5 y 5.0 ul de 2-mercaptoetanol. La mezcla del
agente reductor y ia gammaglobulina de conejo se dejo reaccionar durante 30', 40' y 45
a temperatura ambiente (18-20 °C), realizando los tres tiempos de reduccién para cada
concentracion de 2-mercaptoetanol y por duplicado, La solucién resultante fue purificada
en una columna de filtracion gel Protein Pak 300 sw (waters) utilizando como fase movil
una solucién amortiguadora de fosfatos a 4 °C, pH 7.4 y después purgada con nitrégeno
durante 15 minutos, recolectando la solucién después de haber sido inyectada durante 4'
5" que fue el tiempo donde se recolectaba toda la concentracién de ia gammaglobulina
de conejo. La concentracion final de la gammagiobulina de conejo reducida se determind
por espectrofatometria U.V. utilizando, para la curva estdndar, gammaglobuiina de
conejo con una concentracion de 0.31, 0.63, 1.25, 2,5y 5.0 mg/m!.

Posteriormente a la solucién de gammaglobuiina de conejo, se adicionarén 15 pi de
EHDP-SNCl, equivalentes a 0.25 mg de SnCly, finaimente se marcé empleando 0.1-0.5
mi de ®™ TcO," (3.7X107-2.22X10°Bq/m) eluido de un generador GETEC 99Mo/88MTe,
La mezcla de Ja gammaglobulina de conejo y el pertecneciato se dej6 reaccionar durante
30 minutos a temperatura ambiente (18-20 °C), determinando después de éste intervalo
de tiempo la pureza radioquimica de la gammaglobutina de conejo marcada. Esto fue
evaluado por una cromatografia instantanea en ¢apa fina (ITLC).
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b. Reduccién de los puentes S-S utilizando Acido Ascérbico,

La gammaglobulina de conejo fue preparada a una concentracion de 5 mg/ml y
fraccionada en allk:uotas de 500 pl, éstas fracciones se saturaron de nitrégeno durante §
minutos y fueron reducidas con 1.7X10-3, 2.8X103 y 5.6X10-3 gramos de acido
ascérbico. La mezcla del agente reductor y la gammaglobulina de conejo se. dejé
reaccionar durante 30/, 40' y 45’ a temperatura ambiente (18-20 °C), realizando los tres
tiempos de reduccidn para cada concentracion de dcido ascérbico, Después de haber
finalizado el tiempo de reduccién se adicioné a cada muestra 4 ml de la solucién
amortiguadora de fosfatos a 4°C,pH 7.4 y previamente purgado con nitrdgeno durante 15
minutos, ésto se realizé para ajustar el volumen a 4.5 m! y fuera semejante al volumen
obtenido después de la reduccion con 2-mercaptoetanol.

Posteriormente a la solucion de gammaglobulina de conejo se adicionarén 15 pl de
EHDP-SnCl, equivalentes a 0.25 mg de SnCl; , finalmente se marco empleando 0.1-0.5
ml de pertecneciato (3.7X10"-2.22X10'Bq/ml) eluido "de un generador GETEC

99M0/99mTc, La mezcla de la gammaglobulina de conejo y el pertecneciato se dejo

reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente. (18-20°C), determinando
después de éste intervalo de tiempo la pureza radioquimica de la gammaglobulina de
conejo marcada. Esto fue evaluado por una cromatografia instantanea en capa fina
(ITLC). '

8.3.3 Validacion de !a cuantificacién de la gammaglobulina mediante HPLC y
UIVl

a. Validacion de la cuantificacién de ia gammaglobuiina mediante HPLC
Las determinaciones que se realizaron fueron las siguientes:
1) Linearidad del sistema.

La Linearidad del sistema se determind. construyendo una curva de calibraclén
(concentracion contra respuesta medida) utilizando 50,80,100 y 120 % de una misma
solucion. El 100 % correspondié a la formulacion del liofilizado cuyo contenido es de 2.5
mg de gammaglobulina por vial bajo el siguiente protocolo:
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* Se realizaron las diluciones correspondientes para la obtencion de cada nivel,

* Se inyectaron en el HPLC, por duplicado, 500 microlitros de cada nivel para la
cuantificacion de la concentracién.

* Con los datos obtenidos se calculd la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente
de correlacién, es decir, la ecuacién de la recta.

2) Precisién del sistema

Se determiné por sextuplicado de una misma solucion estandar (5 mg/mL)
correspondiente al 100%,
* Se prepard una solucién de anticuerpo de Smg/mi.
* Se realizd el andlisis sextuplicado de la solucion mediante |a inyeccién de muestras de
500 microlitros al HPLC,
* Con los resultados obtenidos se calculé el coeficiente de variacion.

3) Exactitud y precisién (repetibilidad)

* Se pesaron seis muestras de 50 mg de gammaglobulina afordndose, por separado, a
un volumen de 10 ml con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7 4.

* Se inyectaron en el HPLC, 500 microlitros de cada solucién para la cuantificacion de
la concentracién,

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

4) Precision (reproducibilided)

Se determind de una muestra homogénea del producto cercana al 100% de la

concantracion tedrica, analizada por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado,

bajo e! sigulente protocolo:

* Se prepard una solucién de gammaglobutina de 5 mg/ml.

* Se inyectaron en ¢l HPLC, por triplicado, 500 pl de la solucién de gammaglobulina,
realizado pbr cada analista en dos dias diferentes.

* Conlos resultados obtenldos por cada uno de los analistas, en dos dias diferentes se
utilizo el modelo de Factores Anidados para demostrar si el método es reproducible o

no.
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§) Especificidad

Se determiné que el método desarroliado es capaz de cuantificar la sustancia de interés,
sin que haya existido interferencia de otra sustancia presente.

* Se prepard una solucién de gammagiobulina de 2.5 mg/mi,

* Se inyect6 ia muestra en el, HPLC obteniendo el cromatograma de la muestra,

b. Validacién de Ila cuantificacibn de Ia gsmmaglobulina mediante
espectrofotometria de U.V,

Se realizo el siguiente procedimiento:
1) Linearidad del sistema,

Se construydé una curva de calibracién (concentracién contra respuesta medida)
__Utilizando 50, 80, 100, 120 % de una misma solucién. E! 100 % correspondié a la
gammaglobulina por vial bajo el siguiente protocolo:

* Se aplicaron las diluciones correspondientes para la obtencion de cada nivel,
* Se tomaron las lecturas de absorbancia en ol espectrofotémetro a 272 nm para cada
nivel. '
* Con los datos obtenidos se calculé le pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente
" de correlacién, es decir ; le ecuacion de le recta.

2) Precision del sistema.

Se determind por sextuplicado de une misma solucién esténdar (5 mg/ml)
correspondients al 100 %.
* Se prepar6 una solucién de enticuerpo de 5 mg/mi.
* Se realizé ol andlisis sextuplicado de las solucién mediante le lectura de la absorbancia
on ol espectrofotémetro de U.V. @ 272 nm.
* Con los resuitados obtenidos se caiculd el coeficiente de variacion,
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J) Exaclitud y precisién (repelibilidad).

* Se pesaron sels muestras de 50 mg de gammaglobulina aforandose, por separado, a
un volumen de 10 ml con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.4.
* Se tomaron las lecturas de absorbancia en el espectrofotometro a 272 nm por
duplicado.

* Con los datos obtenidos de absorbancias se calculd el coeficiente de variacién.

4) Precisién (reproducibilidad),

Se determiné de una muestra homogénea del producto cercana al 100 % de la

concentracion tedrica, analizada por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado,

bajo el siguiente protocolo:

* Se prepar6 una solucidn de gammaglobulina de 5 mg/ml.

* Se realizé el andlisls por triplicado de la solucién de gammaglobulina mediante la
lectura de la absorbancia en el espectrofotometro de U.V. a 272 nm., realizado por
cada analista en dos dias diferentes.

* Se uilizé el modelo de Factores Anidados para demostrar s| el método es reproducible
ono.

§). Linearidad del método

Se determiné. a partir de placebos cergados, de cuando menos tres diferentes

cantidades de la sustancia de interés, utiizando 50, 80, 100 y 120 %. EI 100 %

correspondio 8 la solucién obtenida después de la purificacién en e HPLC, cuyo

contenido es de 2.5 mg de gammagiobulina por vial, Cada placebo fue elaborado de

maners independiante, realizado el anddisis por triplicado, bajo o siguiente protocolo:

* Se prepararon los placebos cargados corespondientes al 50, 80, 100 y 120 %, cada
placebo cargado se preparé de manera independients.

* Se tomaron las lecturas de absorbancia en el espectrofotémetro de U.V. a 272 nm
para cada placebo cargado.

* Con los datos obtenidos se calculo la pendiente, la ordenada al origen y el coeficiente
de correlacion, es decir, la ecuacién de la recta.
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6). Especificidad

Se determind que el método desarrollado es capaz de cuantificar la sustancia de interés,
sin que haya existido interferencia de otra sustancia presente.

* Se prepard una solucién de gammaglobulina da 2.5 mg/ml.

* Se realizé un barrido en el espectrofotdmetro

8.3.4. Eleccion del ligante y concentracién del cloruro estanoso para la
elaboracién del nicleo-squipo.

Se elaboraron sels lotes para la eleccion del ligante y concentracién del cioruro estenoso
SnClp, los primeros tres lotes fueron de EHDP-SnCly y los otros tres del
Gluconato-SnCly. La concentracién del ligante se mantuvo constante en la preparacion
de cada lote, variando unicamente la concentacién de SnCla, bajo el siguiente protocolo:

a. Preparacién del nicleo-equipo EHDP-SnCl; a tres diferentes concentraciones de
SnCla.

Se disolvieron 0.289 de EHDP en 16 mi de H20 inyectable bajo atmésfera de nitrégeno.
La solucién fue fitrads por membrana de 0.22 p, realizendo dsto por triplicedo.
Posteriormente se pesaron 20, 40 y 100 mg de SnCly, colocando cads cantidad de
$nClz en un matraz de 125 m! respectivaments. A éstas cantidades fueron adicionadas
0.4 mi de HC! concentrado y 3.8 mi de H0 inyectable (prevismente nitrogenads) bejo
atmésfera de nitrégeno hasta disolucion compieta. Cada solucién de SnCla fue filtrada
por membrana de 0.22 p y sjustado ol volumen a 125 ml con HyO inyectable
(previamente nitrogenada).

A cada solucién de EHDP fue adicionada |a solucion de 20, 40 y 100 mg/mi de SnClp,
midiendo el pH (ajustado 8 6.5+ 0.2 con una solucion de NaOH IN y 0.1N) agitando bajo
atmosfera de nitrogeno. Sin haber parado de agitar a cada solucidn de EHDP-SnCly
fueron agregados 80 mg de pluronic y 10 mg de écido gentisico, ajustando ol pH a 6.5 +
2 con NaOH 0.1N.

Cada solucién de EHDP-SnClj fue ajustada a un volumen de 80 mi con H20 inyectable
(previamente nitrogenada) y mezciada.

Finaimente cada solucién de EHDP-SnCl2 fue fiitrada y dosificada en 2 mi. Los tres iotes
de EHDP-SnCly con una concentracién de 0.26, 0.5 y 0.76 mg/ml de SnCl2 por vial,
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fueron liofilizados por 24 horas a 15°C, realizando como prueba de control la
cromatografia por ITLC a cada lote respectivamente.

b. Preparacién del nicleo-equipo Gluconato-SnCia a tres diferentes
concentraciones de SnCly.

Se disolvieron 0.28g de Gluconato en 16 mi de H20 inyectable bajo atmodsfera de
nitrégeno. La solucién fue filtrada por membrana de 0.22 y; realizando ésto por triplicado.
Posteriormente se pesaron 20, 40 y 100 mg de SnCly, colocando cada cantidad de
SnClz en un matraz de 126 mi respectivamente. A éstas cantidades fueron adicionadas
0.4 ml de HC! concentrado y 3.6 mi de Ho0 inyectable (previamente nitrogenada) bajo
atmosfera de nitrégeno hasta disolucién completa, Cada solucién de SnCly fue filtrada
por membrana de 0.22 p y ajustado el volumen a 125 ml con H20O inyectable
(previamente nitrogenada).

A cada solucion de Gluconato fue adicionada la solucién de 20, 40 y 100 mg/m! de
SnClp, midiendo el pH (ajustado a 6.5 + 0.2 con una solucién de NaOH 1N y 0.1N)
agitando bajo atmésfera de nitrégeno. Sin haber parado de agitar a cada solucién de
Gluconato-SnCly fueron agragados 80 mg de pluronic y 10 mg de dcido gentisico,
ajustando el pH a8.5 £ 2 con NaOH 0.1N.

Cada solucién de Gluconato-SnCly fue ajustada a un volumen de 80 mi con H0
inyectable (previamanta nitrogenada) y mezciada.

Finaimente cada solucién de Gluconato-SnCl> fue filtrada y dosificada en 2 mi. Los tres
lotes de Gluconato-SnCl3 con una concentracién de 0.25, 0.5 y 0.75 mg/ml de SnCia por
vial, fueron licfilizados por 24 horas a 15°C, realizando como prueba de control la
cromatografia por ITLC a cada lote respectivaments.

Después de haber elaborado la preparacion del nicleo-equipo EHDP-SnCip, Gluconato-
SnCliy a las tres diferentes concentraciones da SnCi2 para la eleccién tanto del ligante
como la concentracion ideal del SnCly se realizo lo siguiente:

* La gammaglobulina fue preparada a una concentracién de 5 mg/mi, 12 muastras fueron
fraccionadas & 500 i, éstas fracciones se saturaron de nitrbgeno durante § minutos y
fueron reducidas con 2.5 p! de 2-mercaptoetanol. La mezcla del agente reductor y la
gammaglobulina de conejo se dejo reaccionar durante 40 minutos a temperatura
ambiente (18-20°C). La solucién resultante fue purificada en una columna de filtracion de
gel Protein Pak 300 sw (waters) utilizando como fase mévil buffer de fosfato salino a 4°C,
pH 7.4 y previamente purgado con nitrégeno durante 15 minutos, recolectando la
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solucion a |os cinco minutos después de ser inyectada hasta un volumen de 4.5 ml que
fue el tiempo donde se recolecto toda la concentracidn de la gammaglobulina de conejo.
Las soluciones de la gammaglobulina de conejo purificadas fueron saturadas de
nitrégeno durante cinco minutos y se les adicionaron 15 pl de cada uno del nicleo-
equipo elaborado (conteniendo los 15 pl 1.5, 3.0 y 7.5 pg de SnCl; tanto del nucleo-
equipo EHDP como Gluconato respectivamente) previamente reconstituido con 5 mi de
solucidn salina nitrogenada, realizando ésto por duplicado.

La mezcla obtenida se marcé empleando 0.1-0.5 ml de pertecneciato (1-8 mCi/ml) eluido
de un generador GETEC 99Mo/99MTc, La solucién marcada se dejé reacclonar durante
30 minutos a temperatura ambiente (18-20 °C) determinado después de éste intervalo de
tiempo la pureza radioquimica de la solucién marcada, Esto fue evaluado por una
cromatografia instdntanea en capa fina (ITLC). Los resultados obtenidos fueron tratados
por ei Disefio Aleatorizado por Bloques Completos . v

5.3.5 Escalamiento del lote y tiempo de agitacion Sptimo, para el desarrolio
de la formulacién.

Después de haber seleccionado el agente reductor, ligante y concentracién de SnCIé
para |a obtencién de la formulacidn con una pureza del 80 %. Se continué con el
escalamiento de lote para obtener tanto el volumen como el tiempo de agitacién dptimo
para ol desarolio de la formulacion por lote, realizando lo siguiente:

Se preparo una solucién de gammaglobulina de conejo a una concentracién de 5 mg/ml,
fraccionada a 500 p, éstas fracciones se saturaron de nitrégano durante cinco minutos y
fueron reducidas con 2.5 ul de 2-mercaptoetanol. La mezcla se dajé reaccionar durante
40 minutos y la solucién resultante fue purificada, al volumen obtenido por cada muestra
fue agregado a un matraz balén bajo atmésfara de nitrégeno para realizar el
escalamiento def lote, Después da haber recolectado las muestras para |a alaboracitn
dei lote (empezando desde 4 hasta 10 muestras) se saturo de nitrdgeno durante 5
minutos y se adiciono 60, 75, 80, 105, 120, 135 y 150 pl del nicleo-equipo EHDP-SnClp
para la obtencién del lote respectivamente. La soiucién de gammaglobulina, ligante y
SnCly fue agitada durante 1.5, 2.5 y 5 minutos a 150 rpm, realizando los 3 tiempos de
agitacion para cada lote elaborado y por duplicado. Cada lote de gammagiobulina fue
filtrado po'r membrana de 0.22 p bajo atmosfera de nitrégeno y fraccionado a 4.5 mi, una
muestra representativa de cada lote fue marcada empleando 0.1-0.5 ml de pertecneciato
(1-6 mCi/ml) eluido de un generador GETEC $8Mo/39MTc, La solucion marcada se dejé
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reaccionar durante 30 minutos a temperatura ambiente (18-20 °C) determinando
después de éste intervalo de tiempo la pureza radioquimica de la solucién marcada. Esto
fue evaluado por una cromatografia insténtanea en capa fina (ITLC). Los resultados
obtenidos fuesron tratados por el Disefio Aleatorizado por Bioques Completos .
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En la figura 2 se muestra el equipo empleado en la elaboracion del lote del anticuerpo
Monoclonal.

NITROGENO

Figura 2
6.3.6 Eleccion del ciclo de lioMizacion

.Después de haber elegido la formulacion adecuads para |a preparacién del nucleo-
equipo fueron preparados 2 lotes de gammaglobulina de conejo siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. La mezcia de s solucién de gammaglobulina de
conejo fue fraccionada a 4.5 ml, cada muestra fue congelada con nitrégeno liquido
durante un tiempo de 30, 90 y 120 minutos, realizando los tres tiempos de congelacién
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para cada ciclo de liofilizacién, a -10 °C por 17 horas y 15 °C por 6 horas para el primer
ciclo y a-10 °C por 20 min. y 15 °C por 17 horas para el segundo ciclo de liofilizacién, por
duplicado. Finalmente a las muestras liofilizadas se les determiné la humedad y pureza
radioquimica. '

8.3.7 Preparacion de la formulacién liofilizada para la elaboracion del
nicleo-equipo 99MTc.-AcMo-IORegl/r en condiclones eatériles.

La formulacién se trabajo con el siguiente protocolo:

* Se esterilizd el material utiizado en la formulacién, por. calor humedo
(201b/pulg? 26°C).

* Se limpié el drea de trabajo (campana de flujo laminar VECO) empleando
cloruro de benzalconio al 10 %,

* Se concentrd el Anticuerpo Monocional, empleando un filtro (Ultra Free, millipore)

* La solucién de Anticuerpo Monaclonal se fraccioné en 7 alicuotas de 500 pl.

* Se adicion6 a cada muestra 2.5 i de 2-mercaptoetanol en condiclones inertes
en intervalos de 15 minutos.

* La mezcla de Anticuerpo Monocional y 2-mercaptoetanol se dejé reaccionar
durante 40 minutos a temperatura ambiente (18-20 °C).

* La solucién resultante fue purificada, empleando un sistema de HPLC con
columna de filtracion en gel Protein Pak sw acoplada a un detector de U.V. con
ajuste en la longitud de onda de 280 nm. Como fase mévil se empied el sistema
amortiguador de fosfatos 0.1M, pH=7.4, previamente purgado con nitrogeno y
enfrisdo a temperatura de 4 °C. La velocidad de flujo del disolvente fue de 1.0
mimin, 4 ‘

* El.volumen obtenido por cads muestrs fue agregado a un matraz balén bajo
atmosfera de nitrégeno. '

* La disolucion resultante fue saturada de nitrégeno durante un tiempo de 5

minutos.

* Se adicionaron 105 pl del nucieo-equipo EHDP-SnCl, y se agitd durante 5.0

minutos a 150 rpm, bajo atmdsfera de nitrégeno.

* La disolucion del Anticuerpo Monoclonal fue filtrada por membrana de 0.22 p, y

fraccionada en 4.5 ml.
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* Las muestras fraccionadas fueron congeladas durante 2 horas en nitrégeno

liquido,

* Se procedi6 a liofilizar durante 24 horas a 15 °C.

* Se determind la pureza radioquimica de una muestra tomada como control,
empleando 2.5 mi de pertecneciato (1-8 mCi/mi) eluido de un generador GETEC
99M0/99mTc, La solucién marcade se dejé reaccionar durente 30 minutos a
temperatura ambiente (18-20 °C) determinando después de éste Intervalo de
tiempo la pureza radioguimica de la solucién marcada. Esto fue evaluado por
una cromatografia insténtanea en capa tina (ITLC).

* Se determiné s esterilidad

5.).8 Prueba de esterilidad

En la determinacién de la esterilidad se emplearon 1 medio de tioglicolato, 1 medio de
caldo de soya tripticaseina y dos muestras de Anticuerpo Monoclonal. Las muestras de
Anticuerpo Monoclonal fueron reconstituidas con 2.5 ml de solucién salina estéri,
adicionando a la primera muestra 2 m! del medio de tioglicolato y a ta segunda muesira 2
m! del caldo de soya tripticaseina para evitar contaminacion con el medio. Finaimente las
muestras fueron incubadas a 37 °C y 25 °C respectivamente, durante 48 horas.

5.3.9 Distribucion Bioldgica del nicleo-equipo 99MTcAcMo-iORegl!r

En la determinacion de éste parémetro, se emplearon ratones con una fislologia
perfectamente conocida, se inoculé en ia vens marginal de Ia cola 0.1-02 m!
(3.7X108g/mi) del *™"TcAcMo-IOReglr* . Despuds de haber inyeciado el radiofdrmaco
s@ espero 2 horas para saciificar & los animales. Se fijaron los ratones sobre la tabla de
diseccién, con ia zona ventral hacia ariba y se procedid a abrir e cavidad tordcica y la
intestinal cuidando de no cortar los érganos interiores.

Se extrajeron sangre, rifiones, estémego, intestino, higado, puimones, comzbn, vejigay

orina, Por tiltimo se determiné {a actividad en un contador de radiaciones gamma para
cada érgano y se calculé ef porcentaje de actividad en cada uno de los 6rganos.
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5.3.10 Estudio de estabilidad

Después de haber obtenido la formulacién, se prepararon varios lotes y se sometieron a
4 °C y 37 °C. Las muestras fueron analizadas cada 15 minutos a la temperatura de 37 °
C, y al primer, tercer y sexto mes a la temperaturade 4 °C,

6.3.11 Evaiuacién de la precisidn (reproducibilidad) en ei empleo de ITLC.

a. Evaluaci6n de la reproducibilidad

La evaluacion fue analizada por dos analistas, en dos dias diferentes y por triplicado,
bajo el siguiente protocolo: ‘

* Un nucleo-equipo se reconstituyd con 2.5 ml de solucién de pertecneciato de sodio

obtenido del generador GETEC, iNIN cuya actividad fue de 2.6 mCumi (92.5 MBg/mi).

* Después de 30 minutos se determind el andlisis por triplicado, realizado por cada

analista en dos dias diferentes othpmndo los slstqmls de ITLC previaments

descritos. :

* Con los resultados obtenidos por cada uno de los dos analistas en dos dias diferentes
se utilizd el modelo de Factores Anidados para demostrar la reproducibilidad del
método.
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6. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos de la parte experimental para el
. disafio del nlcleo-equipo para el marcado instanténeo con Tc-99m def AcMo-IORegtr”,

6.1 Curva de calibracién para proteinas en ef U.V,

‘En el método se describieron a preparacién de las soluciones que se emplasran en el

desarrofio de la experimentacién asi como la preparacion de la curva de cafibracion
para |s gsmmaglobuling de conejo en el espectrofotémetro (U.V.) figura 3, s cual
contiens fa concentracion de Ia proteina punficada, empieandola como prueba de
control en las muestras purificadas por el CLAR,

3507
3007

2507

2007 | \ |

AU 1807 Desviacion de la ley de Beer

1007

0.50 1

0.00 — i * !
0 1 2 3 4 5

Concentracion (mg/mi)

Figura 3 Curva de calibracién para la gammaglobulina de conejo en ef U.V. 2 una longitud
de onda de 280 nm,
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6.2 Eleccion del agente reductor para la reduccién del Anticuerpo

En la Tabla 1 se observan los resultados obtenidos de la parte experimental para la
eleccion del agente reductor. Estos resuitados fueron sometidos a un analisis de
varianza por diserios factoriales con niveles mixtos (Tabla 2 y 3 ), para elegir el mejor
agente reductor, concentracion de éste y el tiernpo de reduccion dptimo para la
obtencién de una pureza radioquirnica arriba del 80 %.

— xERp— Ty ecwv—; A
NUMERO *AGENTE *Cantidad TIEMPO PUREZA
DE (mintos) RADIOQUIM,
0BS, %
P S A
1 X 81
£ 87
) .10
4 4 80
1 45 .35
% 37
X A7
) 20
© 17
10 o 15
[ & .38
& 43
£ )
[ £ 1€
13 ] 03
40 ]
5 48
45 0.50
19 X 4.
2 ) [1X
2 ) 18.
2 L) 84
2 3 14 4
] & X
F.3 ) 8T
) ) i}
Fil ) ®0.
) © 8¢
) 3 )
£ ) 904
k1] % [T}
2 1] 178
3 £ [13
- L 04
B ] [ X
¥ ] 1X

TABLA 1. Tabla de resultados de la eleccion del agente reductor empleando tres
concentraciones en tres diferentes tiempos pera {a reduccion del anticuerpo, tomando
como variahle dependiente la pureza radioquimica.
* Agente 1 = Ac. ascdrbico
Donde cantidad 1 = 0.0017 g, cantidad 2 = 0.0028 g y cantidad 3 = 0.0056 g.
Agente 2 = 2-mercaptoetanol
Donde cantidad 1 = 1.8 1, cantidad 2 = 2.5 u! y cantidad 3 = 5.0 .
Las concentracionss del dcido ascdrbico y 2-mercaptoetancl son ias mismas, ver anexo
seccidn 10.1.1
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Fuente GL. . Suma Media
de de Valor PrF
C£gdradm Cuadrados F
Modelo 13 . 63571.8450 | 4890.1419 | 566.39 0.0001
Error 22 189.9443 8.6338 ,
Total 35 83761.7893 :
R-C c.V. SME Media de la Pureza
0,997021 6.958672 2.93834 42,2256

Tabla 2 Andlisis de varianza, Variable dependiente: Pureza radioquimica

Fuente G.L. | AnovaSC MediaC Valor F Pr>F
Agente T 1631248875 | 631208878 | 731134 ] 0.0001
Conc 2 | 1326325 66.3163 768 | 0.0030
Tiempo 2 80.52% 30.2615 350 | 00477
Agente*Conc 2 | 1514498 75.7249 877 | 00016
Agenie* Tiempo | 2 | 66.8850 334475 387 | 00362
Conc*Tiempo 4. | BN 68643 103 | 0.4155

Tabla 3 Andlisis de varianza. Variable dependiente;Pureza radioquimica (Ver anexo
seccion 10.1.2)



6.3 Validacion de la cuantificacién de la gammaglobulina mediante CLAR y UV.

La validacién de los métodos de CLAR y U.V. fueron parte fundamental en el desarrollo de la
formulacién y cumplieron con los propdsitos para los cuales fusron disefiados.

6.3.1 Validacién de la cuantificacién de la Gammagiobulina mediante CLAR.

De las tablas 4 a la 13 se muestran los resultados obtenidos en la validacion de la
cuantificacién de la gammaglobulina mediante CLAR. En las Tablas4 y 5 se presenta
la linearidad del sistema. La precision del sistema fue evaluada con los resultados
mostrados en las tablas 6 y 7. La exactitud es mostrada en |as tablas 8 y 9. Finaimente
la repetibilidad (precision) y reproducibilidad fueron evaluadas en base a los resultados
mostrados en las tablas 8 y 10, 11,12, y 13 respectivamente.

& Linearidad del sistema

% de |a concentracion a partir de la | % del Area CLAR a partir de 1a solucién
solucion estindar. esténdar.
(X) v
120.3 46.65
10026 21.72
80.20 97.70
60.18 72.38
Tabla 4 Curva de calibracién de gammagiobulina por CLAR.
XvsY
m= 123 b= -147; r= 09999
NIVELES CONCENTRACION % DE
% mg/ml AREA RECOBRO
‘AREMGONC,I
120 6.015 311037 §17.10
100 5013 2581.7¢ §15.00 ‘
80 4.01 2072.18 $18.78
80 3.008 1835.32 810.49.
TABLA 8 Porciento de recobro para evaluar el cosficiente de variacion en la linearidad del
sistema,
Del porciento de recobro se obtiene:
CV = DE/X
Donde:

X=51481 DE=3078 CV=059%
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b. Pncltldh del sistema

NUMERO CONCENTRACION AREA % AREA
DE mg/ml CLAR CLAR
MUESTRA ANTICUERPO
1 5.0 2367.49 98.88
2 5.0 2375.00 90.19
3 5.0 2437.82 101.82
4 5.0 2330.38 97.33
5 5.0 2444.78 102.11
8 5.0 2400.79 10065
Tabla 8 Datos del andlisis sextuplicado de una misma solucién. - '
Xi*calc. Xi*Tablas CRITERIO DE
ACEPTACION
8.55 12.832 Xi*calc.< Xi'tablas

Tabla 7 Prusba de Hipdtesis para avalur i precision del sistems
Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente &l sistema es preciso.
ver Anexo seccidn 10.2.1 (a)

Del porciento del area del CLAR (Tabia 8), se obtiens:

CV=DEX
Donde
X=99.99
Cvs=18i%
DE=1.85

Ver anexo seccion 10.2.1 (a)



Lirsien Guarer g

¢, Exactitud

NUMERO | CONCENTRACION AREA % AREA
DE mg/ml CLAR CLAR

MUESTRA ANTICUERPO
1 - 502 213283 100.56
2 807 2182.19 100.00
3 5.03 2111.85 100.00
4 5,00 2187.11 101.70
5 5.02 212007 9.95
6 503 212158 ©100.03

TABLA 8 Placebos cargados de manera independiente al 100%

X = 100.37

s= 0068

CV=12%
tealc tiablas CRITERIO DE ACEPTACION
1.33 2.5708 fcaic < ttablas

Tabla 9 Evaluscion de la exactitud mediante pmoba' de hipétesis _
Conclusién: Se acepta Ho por consiguiente ol mélodo es exacto.
Ver anexo seccién 10.2.1 (b)
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d. Precision
1 Repetibilidad

De acuerdo ala TABLA 8 Placebos cargados de manera Independiente al 100%, se

obtiene lo siguiente:

X=100.37
S=0.68
CV=12%
Xi*calc. Xi*tablas CRITERIO DE
ACEPTACION
1.56 12.83 Xi*calc < Xi*tablas -

TABLA 10 Evaluacién de la precision (repetibilidad) mediante prueba de hiptesis.

Conclusién: Sa acepta Ho por consigulante ] método es repetitivo.
Ver anaxo seccién 10.2.1 (c)

2 Reproducibilided
NUMERO | ANALISTA. OiA PUREZA
DE OBS. RADIOQUIM.
{6)

1 1 9805
2 ¥ 10060
3 2 98.74
4 : 102.15
5 2 9.6
6 . 98.17
7 1 99.19
] 2 . 98.83
J 00.65
10 : 2 00.10
11 2 99.95
12 2 2 $9.60

Tabia 1; Resultados obtenidos en la evaluacion de la reproducibilidad
con dos anallstas en dos dias diferentes.
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FUENTE GL. DE MEDIA VALOR Pr>F
CUADRADOS | CUADRADA F

MODELO 3 161220167 0.53743056 0.37 0.7738
ERROR 8 11.47580000 1.43447500

TOTAL 11 13.08809167

R¢ cVv. MSE MEDIA
0.123188 1.201189 1.19770 PUREZA
RADIOQUIM,
99.7002
Tabla 12 Andlisis de varianza.

Varisble dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA

FUENTE GL. | ANOVASC MEDIA VALOR | Pr>F
F

CUADRADA
ANAL 1 | 0.55040833 |  0.55040833 0.38 0.5520
DIA 1 | 0.72520833 | 0.72520833 0.51 0.4973

ANAL(DIA) 1 1033867500 | 0.33867500 023 | 06410

“Yabla 13 Andlisis de Varianza
Variable dependients: PUREZA RADIOQUIMICA,
Ver anexo seccitn 10.2.1 (d)

4 Especificited
ver anexo seccion 10.2.2 (d)

6.3.2 Validacion de ia cuantificacion de ia gammagiobulina mediante U.V,

En la validacion para la cuaniificacién de la gemmaglobutina mediante U.V. La linearidad del
sistema como del método fue avaluada con los resullados mostrados en la tabla 14 y 23
respactivamente. La precision del sistema donde el % de sbsorbancia obtenido para la
evaluacién del C.V., asi como la prueba de hipitesis es mostrada en las tablas 15 y 16, El
C.V. como la prusba de hipétesis para ia evaluacion de la axactitud se presentan en las
tablas 17 y 18. Posteriormente para |a evaiuacion de la precisién (repetibilidad) los resultados
del C.V. y prueba de hipotesis se presentan en las tablas 17 y 19. La reproducibilidad fue
evaluada con los resultados presentes en las tablas 20, 21, y 22. Finaimente la especificidad
se muestra on el anexo seccién 10.2.2 (d)
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a, Linearidad del sistema

CONCENTRACION ABSORBANCIA
mg/mi
(X) y)
3.02 302
252 274
2015 2.2
1.51 1.716

Tabla 14 Curva de calibracién de gammaglobulina por UV,

XvsY
m = 0, 8606
b = 0.43684
t=0.9891

b. Precision del sistema

NUMERO | CONCENTRACION | ABSORBANCIA %
DE mg/ml ABSORBANCIA
MUESTRA ,
1 80 280 94.80
2 80 265 .M
3 50 268 w8
4 50 209 98,17
5 80 265 9.7
6 8.0 268 97.08
Tabia 18 Datos de] andlisis sextuplicado de una misma sofucién.
CV.=Xs
Donde:
X = 2655
a=003
CV.=1.13%

62



Xi*calc

Xi'tablas

CRITERIO DE
ACEPTACION

220

12,832

Xi*calc < Xittablas

Tabla 18 Evaluacion de Ia precision de! sistema mediante prueba de hipotesis,
Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente el sistema es preciso,

Ver anexo seccién 10.2.2 (a)
¢. Exactitud
NUMERO
DE CONCENTRACION | ABSORBANCIA | ABSORBANCIA
MUESTRA mg/m! - % ‘
1 5.02 263 98.50
2 5.07 268 100.37
3 5.03 2.66 99.62
4 5.00 269 100.74
5 5.02 268 90.62
-] §.03 yi 101.49
Tabla 17 Placebos cargados de manera independients al 100%
X = 100.05 ,
S=104
cv's 1.03%
CRITERIO DE
calc . tablas ACEPTACION
04177 2.5708 fcalc < tablas

Tabia 18 Evaluacitn de la precisién de la exactitud mediante prusba de hipdtesis,

Conclusion: Se acepla Ho por consiguiente ¢ método es exacto,
Ver anexo seccién 10.2.2 (b)
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d. Precision

1. repetibilided

De acuerdo a la Tabla 17 Placebos cargados de manera independiente al 100%, se
obtuvo lo siguiente:

X = 100,05
8104
cv=1.03%
Xitcalc Xi'tablas CRITER’IO DE
ACEPTACION
17 12.83 Xitcalc < Xi*tablas

Tabla 19 Evaluacién de la precisién (repetibilidad) madiante prueba de hip6tesis.
Conclusion: Se acepta Ho por consiguiente el método es repetible.

Ver anexo seccién 10.2.2 (c)
2. reproducibilidad
0BSs ANALISTA DIA PUREZA
RADIOQUIM.

1 %80

2 %.17

3 97.08

4 2 98.50

5 2 1 9002

[} 2 1 98.97
7 1 2 07.81

8 2 04.60

[] 1 2 98.71

10 2 2 97.73

11 2 2 20.M
12 2 2 %6

Tabla 20 Resultados obtenidos en la evaluacion de la reproducibilidad

con dos analistas en dos dias diferentes.



SUMA
FUENTE G.L. DE MEDIA VALOR Pr>F
CUADRADOS CUADRADA F
' MODELO 3 11.2311333 3.7437111 3.46 0.0712
ERROR 8 86551333 1.0818917
TOTAL 11 19.8862667 _
R? CV. MSE MEDIA PUREZA
RADIOQUIMICA
0.564768 1.081000 1.04014 98.0333
Tabla 21 Anilisis de varianza.
Varisble dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA.
FUENTE GL | ANOVASC | MEDIA VALOR PF
| CUADRADA| _ F
ANAL 1 7.20750000 | 7.20750000 6.66 0.0326
DIA 1 3.08030000 | 3.0630000 283 0.1311
_ANAL(DIA) 1 0.08333333 | 0.96333333 0.89 ,3730
Tabla 22 Andlisis de varianza .
Variable dependients: PUREZA RADIOQUIMICA,
Ver anaxo seccion 10.2.1 (d)
o. Linearided del método
NIVEL CONCENTRACION ABSORBANCIA
% mg/mi
(X) {Y)
120 3.02 3.0006
100 2.52 2223
80 202 1.784
50 1.51 1.075
Tabia 23 Curva de cakibracion de gammagiobulina por U.V.
Donde:
XvsY
m= 12411 r=00%48
b=-0.7014
£ Especificided

Ver cromatograma con espectro de U.V. anexo (Detector de lmolo de diodos)

seccion 10.2.2 (d)




6.4 Eleccion del ligante y concentracién del cloruro estanoso para la
elaboracién de un nicleo-equipo

En la tabla 24 se presentan los resultados que fusron obtenidos empleando dos ligantes a 3
diferentes concentraciones. En las tablas 25, 26 y 27 se presenta el andlisis de varianza
empleando o! Diseflo Aleatorizado por Bloques Completos, para la eleccidn del mejor
ligante; la concentracién del cloruro estanoso. Para obtener una pureza radioquimica mayor
del 90 %,

Variable dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA.

NUMERO * LIGANTE CONCENTRACION PUREZA
DE 0OBS. pug de SnCiy RADI(;)‘QUIM.

1 A 1.5 31.65

2 A 3.0 _52.88

3 A 1.5 60.30

4 B 1.5 90.00

5 B 3.0 97.35

| 6 B8 15 06.24
Tabla 24 Resultados de la pureza radioquimica, esmpleando dos !ialnm con fres
concentraciones de SnCl,.
*LIGANTE A=Gluconato
LIGANTE B= EHDP
" FUENTE GL. SUMA MEDIA '
DE DE VALOR PrF
CUADRADO CUADgADO F
]
MODELO ) 3004.84703 | 1001.61568 1.58 0.1188
ERROR 2 204.40390 | 132.20105 -
TOTAL 5 3269.25093
MEDIA DE
R? CV. MSE PUREZA
0.9019124 16.48761 11.4979 69.7387
Tabla 25 Andlisis de varianza
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-SERO Y ESTASLIDAD DEHACLED TOUPO A ELUANCADO HSTANTANE] CON T 00m DEL Ao A,

FUENTE GL ANOVA MEDIA VALOR | PrF
S.C. CUADRADA F
LIGANTE 1 2763.1890 | 2763.18060 2090 | 0.0447
CONCENTRACION 2 24165743 | 120.82872 0.91 0.5225
Tabla 26 Anilisis de varianza
Variable dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA,
GRUPO TUKEY | MEDIA NLIGANTE ]
A 91.197 3B
| B 48.277 3A
Tabla 27 Prueba de Tuksy.
Medias con la misma leira no tienen una diferencia significativa,
Ver anexo seccion 10.3

6.5 Escalamlento del lote y tismpo de agitacién 6ptimo, para el desarrollo
de la formulacién '

En ia tabla 28 se presenta la pureza radioquimica obtenida a partir de diferentes
voitimenes y 3 tiempos de agitacion a 150 rpm, Estos resultados fueron tratados
por un anélisis de varianze empleando e! Disefio Alealorizado. por Bloques
Completos (tablas 29, 30 y 31). Para la eleccion del lole y tiempo de agitacion
Optimo, para el dasamolio de la formuiacién.

" TIEWPO OF “PUREZA
g'ug . vo:t:ueu A?m:golon RADIOQUIM.
N X _nJg.u

X CE)
50 ' [11.]
(730
%0.70
« 1]
[ Y7]
8800
[
4 (1]
4 [ K1)
[ [ 0712
o 21
14 0%
18 Y1
16 1]
1 F 8314
18 [ 0.3
1 . L)
20 ] . (1K)
1] 3 024,
Tabla 28 Pureza radioquimica con diferentes voil ]
y tres tiempos de agitacion a 150 rpm.
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*Volumen (ml)
1=18
2225
3=27.0
4=31.5
§236.0
62405
1=45.0
SUMA .
FUENTE G.L. DE MEDIA VALOR PoF
| CUADRADOS | CUAD RQA F :
MODELO 8 93.1326000 11.6415750 313 0.0388
ERROR 12 44.5716667 3.7143056
TOTAL 20 137.7042667
MEDIA
R? CV. MSE PUREZA
0.676323 2182200 192725 88,3133
Tabia 29 Andiisis de varianza

Variable dependients: PUREZA RADIOQUIMICA,

GL. ANOVA . MEDIA VALOR v
6| 92.5008333 | 15.4167558 4.18 0.0173
AGITACION | 2 06320887 | 0.3160333 0.09 0.9190

Tebla 30 qwAndisls de Varisnza
Variable dependients: PUREZA RADIOQUIMICA
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GRUPOS | MEDIA *VOLUMEN
Tukey PUREZA | NUMERO DE (mi)
RADIOQUIM.| _ OBS.

1 92.780 3 2
21 88,657 3 4
21 88.560° 3 3
21 88.253 3 1
21 87.637 3 7

2 86.323 3 5

2 85763 3 8

Tabln 31 Prueba de Tukey
Media con la misma letra no son sigmfclhvnmonto diferentes.
*VOLUMEN (ml)

1=18.0
2=22.5
3=27.0
4=31.5
§=36.0
8=40.5
7=450
Ver anexo seccién 10.3

6.6 Eleccion dei ciclo de liofilizacién

En la tabla 32 se muestran fos resultedos de |a pureza radioquimica obtenidos a partir
de dos ciclos de liofilizacion, con tres tiempos de congelacion. Estos resultados fueron
tratados por un andlisis de varianza empleando el Disef\o Aleatorizado por Bloques
completos (tablas 33, 34 y 35), pare |a eleccién dei ciclo de liofilizacion. Esto se
corroboro con los rasultados de ia tabla 38 que muestran el porciento de humedad de
los dos ciclos de liofilizacion. Finaimente en el anexo seccion 10.4.2 se muestra |l
curva del ciclo de fiofilizacion.

TIEMPO PUREZA
08s *CICLO (minutos) RADIOCQUIM.
%

1 A 3 80.35

2 A 90 08.38

3 A 120 91.76

4 8 0 03.52

] B 90 80.86

6 94.88

abla 32 Pureza ua'oqurmlca a alleren!e ciclo de Tioflizacion con tres tiempos de
congelacion.

*CICLO A=-10°C durante 17 horas y 15 °C durante 8 horas.
= -10°C durante 20 min. y 15 °C durante 17 horas.
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FUENTE | GL. SUMA
DE MEDIA | VALOR | PnF
CUADRADOS |CUADRADA| F

MODELO 3 | 116525817 | 388.41972 | 1316.60 | 0.0008
ERROR 2 0.58003 0.20502
TOTAL 5 1165.84920
MEDIA
R¢ CV. MSE PUREZA

0.999494  0.668169 0.54315 81,2900

Tabla 33 Andlisis de varianza
Variable dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA

FUENTE | G.L. ANOVA MEDIA VALOR

SC. CUADRADA F Pr>F
CICLO 1 19.36807 19.36807 85.65 0.0149

TIEMPO 2 1145.80110 | 572.94555 1942.08 0.0005

Tabla 34 Andlisis de varianza

Variable dependiente:PUREZA RADIOQUIMICA

MEDIA
GRUPO PUREZA | NUMERO DE *CiCLO
Tukey RADIOQUIM. 0BS.

A 83.0867 3 B
B8 79.4933 3 A
Tabla 35 Prusba de Tukey

Las medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
*CICLO A=-10°C durante 17 horas y 15 °C durante 6 horas.
B=.10°C durante 20 min. y 15°C durante 17 horas.

Ver anexo seccion 10.3 ’
CICLO -10°C CICLO 15°C
% HUMEDAD % HUMEDAD
—_(A) (B)
56 13.52
8.02 17.29
10.12 14.99
Tabla 38 % Humedad

Ver anexo seccién 10.4.1 (a)

Curva del cicio de liofilizacién B
Ver anexo seccion 10.4.2
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8.7 Preparacién de la formulacidn liofilizada para la elaboracién del nicleo-
equipo 99MTc-AcMo-IOReg!!r en condiciones estériles

Después de haber obtenido tanto el escalamiento del lote como la eleccion del
ciclo de liofilizaclon se realiz6 la formulacion del nucleo-equipo en condiciones
estériles. En |a tabla 37 se muestran los resultados de |a pureza radioquimica
antes y después de la liofilizacion, La prueba de esterilidad de la elaboracién del
AcMo-lORegf/r3 se presentan en la tabla 38, Finalmente en |a tabla 39 se
presenta el porciento de humedad del liofilizado, smpleando un ciclo B..

CONTROL 99Mrc.AcMo- BMrcos | 99MreonH20
IORggt/r" % %
ANTES LIOFILI. 85.16 1.13 3.35
DESPUES LIOFI. 93,00 8.45 465

Tabla 37 Resultados de |a pureza radioquimica obtenida antes y después de liofilizar
como control de calidad,

0BS.
MEDIO (DESPUES DE 48 Hr)
Caldo de Soya tripticaseina * Negativa
Tioglicolato * Negativa
Tabla 38 Resultados de Ia esterilidad después de 48 horas

* No se observo crecimiento de colonias.

TIEMPO DE CONGELACION | HUMEDAD
(HORAS) %
25 13.84
25 14.12
Tabla 39 Humedad del producto después de liofilizar
empleando un ciclo de 15 °C.

++\Ver anexo seccion 10.4.1 (b)
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6.8 Distribucién Biolégica

En la tabla 40 se presenta la distribucidn bioldgica en ratones de la formulacion
liofilizada del nicleo-equipo *™Tc-AcMo-IORegl/r*,

ORGANO % DOSIS % DOSIS
RADIACION (cts/min) | RADIACION (cts/min)
(1% ensayo) (2% ensayo)

Sangre 33.93 39.0t
Rifiones 4.22 5.06
Estémago 13 ~ 1.64
Intestino 9.18 12.46
Higado 1269 16.24
Pulmones 13.51 - 242
Corazén 067 1.25
Tiroides 0.32 0.25
Vejiga y Orina 65.93 3.20
Cuerpo 16.93 17.47

Tabla 40 % Dosis radiacién por érgano
Ver anexo saccién 10,5

6.9 Estabilidad

En la evaluacion del estudio de estabilidad del AcCMolORegf/r. En las tablas 41 y 42 se
presenta el porciento de pureza radioquimica obtenida a diferentes tempos, a 37 °Cy 4
°C raspectivamente.

TIEMPO % PUREZA
(minutos) RADIOQUIM
0 93.83
30 93.58
50 90.11
[.] 88.10
80 85.56
80 84.50
100 77.10
TABLA 41 Resultados de ia pureza radioquimica a 37°C
concentracién
r=-0.9141
b=94.098
‘m=-0.1512
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TIEMPO % PUREZA
(meses) RADIOQUIMICA
0 93.84

1 93.14

3 92.72

8 90.34

TABLA 42 Evaluacion de |a estabilidad a 4°C

6.10 Evaluacién de ia precisién del sistema ITLC (cromitognﬂa
insténtanea de capa fina)

En la tabla 43 se muestra los resultados obtenidos por dos analistas en dos dias
diferentes para |a evaluacién de la precision (reproducibilidad), en base a un andlisis
de varianza empleando el Disefio Jerérquico de dos etapas los resuitados obtenidos
80 muastran en las tablas 44 y 45,

a. Evaluacién de Ia precisién (reproducibliidad)

NUMERO PUREZA
DE ANALISTA DIA | RADIOQUIM.
0BS, %
1 1 90.45
g 1 9065
! 91.93
4 $0.32
[ 1 92.7
[N . 90.13
7 ] 90.07
8 ] 1 90.80
-9 92.17
10 : 93.60
1 : 91.83
12 « : 90.85
Tabla 43 Resultados de la pureza radioquimica evaluada por
‘ dos analistas en doa dias diferentes.
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FUENTE GL. SUMA

DE MEDIA VALOR | PrF
CUADRADOS | CUADRADA F_'

MODELO 3 0.52083333_| 062083333 038 | 0.5607
ERROR [] 4368268687 | 143626667 |
TOTAL 11 400350000
MEDIA
R CV. MSE- PUREZA
RADIOQUIM.
0.034947  1.314349 1.19928 91,2450

Tabla 44 Andlisis de varianza
Variable dependiente: PUREZA RADIOQUIMICA

FUENTE GL | ANOVA MEDIA | VALOR
SC. CUADRADA F ProF
—ANALISTA 1 052083333 | 052083333 | 0.36 0.5607

DIA

ANAL(DIA)
Tabla 48 Andlisis de varianza
Variable dependisnte=PUREZA RADIOQUIMICA

Ver anexo seccién 10.2.1 (d)
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7. DISCUSION

En el disefio del nucleo-equipo para el marcado instantdneo con Tc-99m del AcMo-
IORegf/r3 fue necesario evaluar dos agentes reductores (2-mercaptoetanol y dacido
ascdrbico) empleando tres concentraciones a tres diferentes tiempos (TABLA 1). Los
resultados obtenidos fueron evaluados por tratamiento estadistico (SAS System)
primero para comprobar si existia una diferencia significativa entre fos tratamientos
empleados en el estudio y segundo para evaluar todos las variables y tomar decision
de cada uno de eflos. Asl, en el analisis de varianza (TABLA 2) se observa que Pr>F
es de 0.0001 por consiguiente el estudio realizado indica que existe una diferencia en
emplear un ligante u otro. Enla TABLA 3 se presentan los 3 factores y la interaccion
entre cada uno de elflos, observando que tanto el agente reductor, la concentracion y el
tiempo representan un efeclo en la pureza radioquimica (debido a que Pr>F para los
tres factores fue de 0.0001, 0.0030 y 0.0477 respectivamente). En la interaccion entre
cada uno de fos factores se demuestra que el agente*concentracién y agente‘tiempo
representan un efecto en los resultados obtenidos en la pureza radioquimica
obtenlendo que Pr>F es 0.0016 y 0.0362 respectivamente, lo que indica que hay una
variacion en la reduccién al emplear diferente agente*concentracion como agente
*tismpo, Por Citimo, fa interaccidn concentracion*tiempo no presenta ningln efecto
debido Pr-F es de 0.4155. En base a fos resuitados presentados en fa TABLA 1 ya
que existe un efecto entra agente‘tiempo, agente‘concentracion, se eligié el 2-
mercaptoetanol a un volumen de 2.5ul y un tiempo de reduccion de 40 mlnutos que
fue donde sa obtuvo un mayor porcentaje de proteina reducida.

Para probar |a efectividad de ios métodos analiticos, utilizados tanto para la purificacion
del Anticuerpo, como la medida de la concentracion después de ser purificado, se
evalud la precision, linearidad y especificidad para proporcionar una medida del
comportamianto de los métodos (CLAR y UV).

En la validacion de la cuantihcacién de [a gammaglobulina mediante HPLC se observa
enla TABLA4y S ia evaluacion de la linearidad, en la TABLA 4 se muestran los
valores de (a curva de calibracion donde el cosficiente de correlacion ( r ) es de 0.9994
indicando que los puntos corresponden a una finea recta. Tomando como érilerio Ll
coeficiente de variacién (CV) que es de 0.59% (TABLA 5) y, sabiendo que para
métodos cromatograficos el CV debe ser < 2%, se comprobd que los resultados
analiticos son confiables a.la concentracién de la gammagiobufina dentro de un
intervalo determinado.
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Para evaluar la pracisién del sistema (TABLA 6) se realizé la prueba de X llegando a la
conclusion que el método es preciso (TABLA 7) corroborando este resultado con el
coeficiente de variacion que fue de 1.85% (TABLA 8),

En la evaluacion de la repetibilidad también fue realizada una prueba de hipétesis
obteniendo como resultados un CV = 1.2 % (TABLA 8), y 'a aceptacion de la hipotesis
nula (Ho) que de acuerdo al criterio de aceptacion (TABLA 10) el método evaluade es
repetible, por lo tanto existe una concordancia en las determinaciones realizadas bajo
las mismas condiciones. En la reproducibilidad (TABLAS 11) se observé que los
resultados realizados por dos analistas en dos dias diferentes, presentan una
concordancia entre fas determinaciones puesto que Pr>F fue de 0.7738 (TABLA 12) y
no presentan una diferencia significativa entre los factores ANAL, DIA, ANAL(DIA)
debido a que Pr >F fue 0.5529, 0.4373 y 0.6410 respectivamente, (TABLA 13)

Por dltimo, al realizar el analisis de resultados obtenidos en la exactitud se observé un
CV de 1.2 % (TABLA B) y la aceptacion Ho (TABLA 9) por consiguiente el método
evaluado en CLAR presenta una concordancia entre el valor- obtenido
experimentalmente y el valor de referencia.

En la validacién de la cuantificacion de la gammaglo'bulina mediante espectrofotometria
de UV se evaluaron los mismos parametros citados anteriormente obtenlendo lo
siguiente:

En la TABLA 14 se observa un coeficiente de correlacion de 0,8891 y én (a TABLA 23
una r=0.9948, en la linearidad del sistema y método respectivamente, lo que indica
que tanto en ej sistema y e} método fos resuitados analiticos son proporcionales a la
concentracién de 1a gammaglobulina dentro de un rango determinado.

Enlaprecision del sistema (TABLA 15) se muestra ¢l CV de 1.13 % y la aceptacion de
Ho (TABLA 16), lo que indica que el método presenta una concordancia de los
resultados obtenidos individuaimente cuando el procadimiento se aplica repatidamente
a diferentes muestreos de una muestra homogénea del producto. '
Después se muestra que en la repetibilidad el CV fue de . 1.03 % (TABLA 17) y &l
realizarse el contraste de hipétesis fue aceptada Ho, porque X‘zuk; cae en la region
de aceptacion (TABLA 19), por lo tanto ef método presanta al igusl que el CLAR una
concordancia en las determinaciones realizadas bajo las mismas condiciones;
finaimente al observar las TABLAS 17 y 18, se concluye que el método es exacto,
dehido a que presenta un CV de 1.03 % (TABLA 17) y la Ho cae en la region de
aceptacion (TABLA 18).

En fa reproducibllidad en UV (TABLAS 20), se observa que los resultados presentan
una concordancia entra las determinaciones ya que Pr > F fue de 0.0712 (TABLA 21)
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ya que no hay diferencla significativa entre DIA, ANAL(DIA) debido a que Pr > F fueron .
0.1311 y 0,3730; pero si existe una diferencia significativa entre anaiista lo cual indica
que el método Unicamente es reproducibie.

Por Gltimo en la evaluacion de la especificidad, se demostré que el 2-mercaptoetanol y
anticuerpo presentan diferente tiempo de retencion ver anexo seccién 10.2.2 (d) y el
anticuerpo absorbe a 280 nm, por lo que el método fue capaz de separar y cuantificar
al anticuerpo, - sin interferencias del 2-mercaptoetanol en el CLAR y cuantificar el
anticuerpo reducido en el UV. Para ello se realizé una curva de calibracién (figura 3), en
la cual se observa que la ley de Beer se cumple empleando concentraciones entre
0,312 mg/m! a 2.5 mg/ml, siendo que por arriba de estas concentraciones empieza la
desviacion de la ley de Baeer.

Lo que significa que el método de CLAR y UV reunieron los requisitos para la aplicacién
analitica deseada,

El fundamento para eleglr 1os componentes de 1a formulacion de los ndcieo-equipos,
@s el hecho que al agregar una solucion de 99"“T004' a una formulacion que contiene
Sn*2, EHDP 6 gluconato de sodio y anticuerpo reducido se lleva a cabo las sigulentes
reacciones: @ estafo reduce al pertecneciato, éste forma con el ligante débil el
complejo 99MTc-glucanato 6 99MTCc.EHDP, el cual mediante intercambio de ligantes,
acelerard la cinética de formacion del complejo 98MTc-AcMolORegl/3, donde el
98m7c g une directamente a los grupos sulfhidrilo de los puentes disulfuro reducidos
de! anticuerpo. La TABLA 24 muestra al efecto de utilizar diferentes concentraciones de
$nClp, manteniendo constante la concentracion de los ligantas sobre la eficiencia del
marcaje del anticuerpo. Se puede observar que cuando se utilizo diferentas ligantas
con 3 concentraciones de SnCly, no hubo difarencia significativa entre los tratamientos
realizados puesto que Pr > F fue de 0.1188 (TABLA 25). Asi mismo, al analizar las
varisbles que afectaron a la eficiancia del marceje por separado, se observd que
cuando se ulilizaron difarentes cantidades de concentracién del SnCly no existié
difarencia significativa entre los resuitados obtenidos puesto que Pr> F fue de 05225
(TABLA 26) dabido a que las purezas radioquimicas no variaron demasiado entra los
resultados de cada ligante ver (TABLA 24). Sin embargo se selecciond Ia
concentracion de 3.0 ug de SnCly considerando que es la que proporciona mayor:
astabilidad a la formuiacion debido a que al aumentar la cantidad de SnCly a 7.5 pg se
favorece la formacion de cololde da hidroxido de astafio y pertecneciato.

En cuanto a los ligantes empleados en el estudio de la formulacion, se observé que hay
una diferencia significativa entre ia eficiencia del marcaje (TABLA 28) donde Pr > F fue
de 0.0447, puesto que cada ligante prasenta propiedades diferentes para actuar en la
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formacion del complejo, ésto puede observarse en la prueba de Tukey (TABLA 27) la
cual indica que hay diferencia significativa entre los ligantes empleados en el estudio,
no obstante el mejor ligante, para la obtencidn de una mejor eficiencia de marcaje fue
el EHDP (TABLA 24), por lo tanto en base al Disefo Aleatorizado por Bloques
Completos, realizado enlos estudios de seleccién del ligante y concentracién de SnCly
, s¢ ¢ligié como ligante ¢l EHDP con una concentracion de 3.0 pug de SnCla.

En el escalamiento del lote y tiempo de agitaclén 6ptimo (TABLA 28), sé muestra los
diferentes tiempos de agitacién empleados y los diferentes volumenes que afectaron a
la eficiencia del marcaje del anticuerpo. Estos resultados fueron evaluados mediante el
Diseilo aleatorizado por Bloques Completos (TABLAS 29), con lo que se demostré que
al emplear diferentes volimenes de la solucion de anticuerpo con tres tiempos
diferentes se obtiene diferencia significativa entre los tratamientos evaluados puesto
que Pr > F fue de 0,0368. Al analizar las variables que afectaron a la eficiencia de la
pureza radioquimica, se observ6 que el volumen de la solucidn del anticuerpo reducido
si presentd diferencia significativa puesto que Pr > F fue de 0.0173 (TABLA 30). Esto
se explica si consideramos que al incrementar el volumen de anticuerpo, el estario
tendera a formar un coloide por hidrdlisis del cioruro estanoso; ei cual puede unirse al
tecnecio reducido y competir con el ligante durante la reaccion de marcado

Sn*2+ 20H"— Sn(OH),,

Por otra parte, an los tiempos de agitacién empleados en el estudio del escalamiento
de! lote, se observd que no hubo diferencia significativa en la pureza radioquimica, es
decir que no afects directamente a la pureza radioquimica, sin embargo esas pequeiias
diferencias no significativas podrian explicarse debido a que al realizar un tiempo mayor
de agitacion en un volumen mayor se incrementa ia probabilidad de ia prasencia de
oxigeno lo que puede provocar oxidacién de aigunos puentes disulfuro, de tal forma
que al realizar la reaccion de marcado, el tecnecio reducido no encusntra la cantidad
adecuada de ligante donde unirse tendiando a formar diéxido de tecnecio (coloide):

2TcO** —— TcO(OH)*+ H*
TcO(OH)* ——>TcO(OH), + H*
Tc(OH)—Tc02. H0 (5)

Se menciond anteriormente que el volumen si presentd diferencia en el estudio
realizado y ésto se puede observar en la prueba de Tukey (TABLA 31), la cual indico
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que hubo diferencia significativa enire los volimenes 2, 5§ y 6; no obstante el mejor
volumen para |a aobtencién de una mejor pureza radioquimica fueron tanto el 2 y 4
debido a que sus medias fueron de 92.780 % y 88.857 % respectivamente, pero el
volumen elegido fue el 4 porque se obtuvo mayor niumero de muestras empieando un
tiempo de agitacion de 5 minutos.

Aungque se controlaron los factores que afectaban al desarroilo de la formulacién
{concentracién optima del ligante y SnCl;, sjuste adecuado de pH, uso de un
antiéxidante y atmésfera de nitrdgeno), se vié claro como fa solucién de AcMo-EHDP-
SnCl; , sufria una oxidacién de! estafio por accién del oxigeno disuelto en el agua,
debido a ésto después de la eiaboracién de la formulacién para liofilizaria, se procedié
a congelar empleando 2 ciclos de fiofilizacidon, cada uno con tres tiempos de
congelacion (TABLA 32), de ésta forma se elimind la oxidacién durante el tiempo en
que las muestras estaban en la etapa de congelacion en la liofilizadora, asi mismo en (a
tabla 32, también se observa el efecto que presentaron los diferentes ciclos de
llofilizacién y fos tiempos sobre la eficiencia de la pureza radioquimica.

Estos resultados fueron evaluados mediante el Disefo Aleatorizado por Bloques
Compietos (TABLAS 33), que demuestra que al utilizar 2 ciclos de liofilizacién con 3
tiempos diferentes de congelacién se obtuvo que hubo diferencia significativa entre los
tratamientos evaiuados puesto que Pr > F fue de 0.0008. Al realizar un andiisis de las
variables que afectaron a Ia eficiencia de la pureza radioquimica se observd que tento
el ciclo, como el tiempo presentaron diferencia significativa puesto que Pr > F fueron
0.0149 y 0.0005 respactivamente (TABLA 34). Esto se debe por una parte que aunque
se congelaron (as mueatras entre sus moléculas quedo agua libre y por consiguiente
una cantidad de SnCi; se oxidé dando una disminucion de la pureza radioquimica.

Este ofecto tendia a disminuir conforme se aumentd el tiempo de congelacion.

Por otra parte, al secado secundario duré menos para el ciclo de -10°C que para el de
16°C, de ésta forma el agua adsorbida y ¢l vapor de agua atrapado en ef interior del
producto no se eliminé parclaimente reflejindose ésto en la pureza radioquimica
(TABLA 32), ol secado primasio duro més en el ciclo de -10 °C incremanténdose el
tiempo de 1a sublimacion del hielo y obleniendo una fase superior seca y porosa
{producto) ya subiimado. Comprobando ésto con e porcentaje de humedad (TABLA
36).

Se menciond anteriormente que el ciclo si presento diferencia significativa en el estudio
realizado, ésto se puede observar en ia prueba de Tukey (TABLA 35), fa cual indica
que hay diferencia significativa entre los dos cicios empleedos.
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En base a ésto Ultimo se elaboré un lote en condiciones estériles para determinar
esterilidad y distribucion, y otros dos que fueron sometidos a un programa de
estabilidad a 37 °Cy -4 °C.

Del lote elaborado en condiclones estériles se obtuvo una pureza del 93.00% después
de liofilizar utilizando un ciclo de 15 °C (TABLA 37), teniendo un porciento de humedad
de 13.33 y 1445 % (TABLA 39) y la observacion de los medios de cultivo en la
determinacién de esterilidad fue negativa (TABLA 38). o

En los estudios de distribucion en ratones muestra que efectivamente ia formulacién es
la éptima debido a que el valor mas pequedio del porciento de la dosis de radiacién fue
en tiroldes , bazo y slstema gdstrointestinal, lo que demuestra la estabilidad "in vivo" del
complejo. Si el 99MTcAcMolORegf/r3 fuera inestable habria tecnecio libre ylo
TcOp.HaO los cuales se distribuirian en sistema gastrointestinal y bazo
respectivamente (TABLA 40).

En los lotes sometidos a establidad se obtuvo que a -4 °C durante seis meses el
producto mantiene su pureza radioquimica y empleando una temperatura de 37 °C
disminuye la pureza a 77% después de una hora y cuarenta minutos. (TABLA 41 y 42)
La evaluacion de la pureza radioquimica fue evaluada por el empleo de ITLC (TABLA
43), siendo el método reproducible con dos analistas en dos dias diferentes (TABLAS
44 y 45) debido a que Pr > F fue de 0.5607, lo cual indica que los resultados obtenidos
durante las evaluaciones de la pureza ndioqulmlca en el desarrollo de la formulacién
presentaron una concordancia entre las cuantificaciones.
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8. CONCLUSIONES

1. Se logré la obtencion de la formulacion liofilizada para la preparacion
del nucleo-equipo *®"Tc-AcMolORegfr® con una pureza mayor al 90 %,
empleando:

Anticuerpo Monoclonal ... . 20mg
Fosfato monobasico de sodio .......... 275mg
Fosfato dibésico de sodio  ......... 1032 mg
EHDP 21.0p9
Cloruro estanoso =~ ... 3.0mg
Acido gentisico ... 0.75 ug
excipientecbp. ... mg

2. En base al estudio estadistico presentado en este trabajo se pudo comprobar de
manera concertada la influencia de los factores involucrados en la formacion del
complejo de *™Tc-AcMolORegt/r’ como son:

a) La concentracion del ligante, influye en la formacién del coloide. Esto se
minimizé empleando una concentracién de 5.55 mg de EHDP.

b) El pH influye en la formacién del coloide, éste se tuvo que ajustar a la
neutralidad, empleando amortiguador de fosfatos, para minimizar la formacion
de coloide.

“c) Al incrementar el volumen de la solucion del Anticuerpo reducido, el estefio
tiende a hidrolizarse formando coloide, e cuel puede unirse al tecnecio reducido
y competir con el ligante durante la reaccion de marcado. Esto se minimizé
empleando un volumen de 31.5 ml de la solucién de Anticuerpo reducido en ei
escalamiento dei lote. ‘ ' ,

d) El tiempo de agitacién incrementa la probabllidad de la presencia de oxigeno lo
que puede provocar oxidacion de algunos puentes disuifuro, por lo cual el Tc-
99m tiende a formar dioxido de tecnecio (coioide), siendo cinco minutos el
tlempo de agitacion 6ptimo para evitar |a presencia de esta impureza. ‘

e) El oxigeno presente en la solucién y el medio ambiente, influye en la oxidacion
del cloruro estanoso. Esto se minimizdé empleando una atmésfera nitrogeno
durante el proceso de elaboracién de la formulacién y un tiempo de congeiacion
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de 2 hrs en nitrégeno liquldo, antes de ser liofilizadas las muestras,
dismiruyendo el porcentaje de pertecneciato en el producto marcado.

f) El aumento de la concentracion de cloruro estanoso favorece la formacion de
coloide de hidréxido de estao y pertecneciato, siendo la concentracién éptima
3.0 ug de SnCl,, ya que es la que proporciona mayor estabilidad.

3. Los métodos empleados para demostrar su linearidad, precision, exactitud y
especificidad, en la cuantificacion del AcMo en el desarrollo de la formulacion (CLAR
y UV) cumplieron con los propdsitos para los cuales fueron diseriados.

4. La estabilidad del producto liofilizado (a 4°C) mentiene una pureza radloqulmléa
alrededor del 90 %, por lo que el ciclo de liofiizacion empleando 2 hrs de
congelamiento con nitrégeno liquido, antes del secado a 15 °C durante 24 hrs es el
Gptimo.

5. Se propone realizar futuras investigaciones acerca de la estabilidad acelerada
(empleando diferentes temperaturas) del Anticuerpo Monocional, para determinar
tanto ei orden.de la reaccién, asi como la fecha de caducidad en un estudio de
estabilidad acelerada. ‘
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10. ANEXO

10.1 Eleccién del agente reductor para la reduccién del anticuerpo
10.1.1 Caiculo de la concentracién de 4c. ascérbico y 2-mercaptoetanol

Equivalencia de u! a gramos del dcido ascdrbico

*VOLUMEN ul. | *MOLES X 10° | *GRAMOS X 10~
(Ac. ascorbico) (Ac ascorbico) (Ac. ascorbico)

1.5 2.14 1.7

25 3.5 2.8

5.0 7.15 58
*Donde

1000 mi =14.3mol de dcido ascorbico
PMyc. ascormico=78.3 g/mol

10.1.2 Disefios Factoriales con niveles mixtos

E! andlisis de varianza se resume en la tabla 12-13, piginn 368.
Ver (Montgomery,1991)

10.2 Valldacion de la cuantificacién de la gammaglobuiina mediante CLAR y
UIVI

10.2.1 Vaiidacion de la cuantificacion de la gammaglobuiina mediante CLAR.
8. Precision del sisteme

Prueba de hipétesis para evaluar la precision del sistema
B Contraste de Hipélosis
Ho: s <O
Ha: s> O
& Nivel de significacién
Alfa =0.05
@ Estadigrafo de prueba
Xi# = (n-1)s*/CV



Donde:

n = nimero de muestras enalizadas
8 = desviecion estandar

CV = cosficiente de veriacion

n=8
8= (1.85)* = 3,4225
=2
Entonces
Xit = (5)(1.85)/2 = 8,55  Xicalc = 8,55

& Céiculo del estadigrefo en tablas
Xi 1-aifa2,0-1
alfe = 0,05
alfe/2 5 0.025
1-aifa/2 = 0.975
gl=n-1=6-1=5 X,0.875,5=12.832
b
8 Prueba de hipdtesis
Ho: X = 100
Ha: X = 100
& Nivel de significacién
alfa = 0.06
@ Estedigrafo de prueba
tealc = (X-p)/(s/n1/2)
Donde:
X = media calculada

p = media tedrica equivalente al 100%
s = desviacion esténdar.
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n = nimero de muestras analizadas.
X=100.37
u=100
s= 0.68
n=6

Entonces ‘
teale =(100.37-100)/(0.68/(6)1/2) = 1.33

B Caiculo del estadigrafo en hblls
alfa=005 - t0.875,5 = 2,5706

alfa/2 = 0.026
1-alfw2 = 0.975
glzn1=8

. Procisién (repetibikidad)

B Contraste de hipitesis
Ho: st < (?
Ha ¢?> O
& Nivel de significacién
alfa= 0.05
‘8 Estadigrafo de pruebs
Xit = (n-1)8%CV
Donde: |
n = nimero de muestras analizadas
DE = desviacion estandar
CV = coeficiente de variacion
n=6 s*=(068)!=04624
cv=2

Entonces
Xit = (5)(0.4624)/2 = 1.156 Xitcalc.? = 1.156
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@ Célculo del estadigrafo en tablas
Xi*1-alfa/2,n-1
alfa=0.05
alfa/l2 = 0,025
1-alfa/2 = 0.975
gl=n1=86-1=5
Xi*0.975,5 = 12.832
d. Precisién (reproducibilided)

Diseflo jerdrquico de dos etapas
El modelo estadistico lineal para el disefio jerérquico en dos etapas es

iK™ B4+ Big) + e g
Donde : i=1,2,...a
j#1,2,..b

k=1,2,....n

El subindice J(j) indica que el j-ésimo nivel del factor B estd anidado bajo el i-ésima nivel
del Factor A, - ‘

El subindice (j)k se usa para el término del ermor.

Tabla de andlisis de varianza para el disefio anidado de dos etapas

FUENTE SUMA " GRADOS MEDIA
DE VARIACION DE DE DE
CUADRADOS | LIBERTAD | CUADRADOS
A LY, bn-(Y~/abn) X MSa

B dentrode A | EX Y4 /n-5Y% /bon ab-1) MSpa)
Eror Yo | abin-1) " MSg
Total L /abn) abn-1

10.2.2 Validacién de la cuantificacién de la gammaglobulina mediante U.V.

8. Precision del siste

@ Prueba de hip6tesis
Ho: st < &7
Ha: st> O?
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® Nivel de significacion
alfa = 0,05
® Estadigrafo de prueba
Xi* = [(n-1)82)/ C.V.
Donde:
n = nimero de muestras analizadas,
s = desviacion estdndar
cv = coeficiente de variacion
n=6 ;
s = (1.15)! = 1.3225
Cv=3
Entonces
Xi* = {(5)(1.3225))/3
Xitcalc = 2,20
@ Céicuio del estadigrafo en tablas
Xi*1-aifa/2, n-1
alfa =005 o
alfa/2 = 0,025 Xi*0.975,5 = 12,832
1-alfe/2 = 0975
gl=n1=5

b Expctitvd

B Prueba de hipbtesis
Ho: X =100
Ha: X 100

@ Nivel de significacion
alfa=0.05

@ Estadigrafo de prusba
teal = X-w(s/(n)1/2)
Donde:
X =mediacalculada :
i = media tedrica equivalente al 100%
s = desviacién estandar
n = nimero de muestras analizadas
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X = 100.05

$=1.04

p =100

Entonces

tcale = [(100.05-100)1.04/(6)1/2]
tcalc = 0.1177

8 Célculo del estadigrafo en tablas
alfa=0.05 gl=n-1
alta/2 = 0.025 gl=5
1-alfa2= 0975
t0.975,5 = 2.5706

® Contraste de hipotesis
? ' Ho: * <O
He: st > O

® Nivel de significacion
P alfa = 0.05

@ Estadigrafo de prueba
Xit = [(n-1)8"Ycv
Donde:
" n=nimero de musstras analizadas
s = desviacion esténdar ‘
cv = coeficiente de varacion
n=6 '
#* = (0.01)* = 1.0201
cv=3
Entonces
Xitcalc = [(5)(1.0201))3 = 1.7
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@ Cdlculo de! estadigrafo en tablas

alfa =0.05 ~gl=n
alfa/2=0.025 gi=5
1-alfa/2 = 0.975

X*0.975,5 =12.832
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¢ Especificidad

Figura 4Cromatograma del AcMolORegl/’ con espectro de UV (Detector de
arregio de Diodos)
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10.3 Disefo Aleatorizado por Bloques Completos
El modelo estadistico para este disefio es:
Yip= nt gty +

Donde;

p= Es una media general.
1j = Es el efecto del -ésimo tratamiento.

Bj=Es ol efecto del j-ésimo bloqus.
£jj = Es el trmino usual de error aleatorio.

Se desea probar la igualdad de las medias de tratamiento.
Hos= BEPQE ., B “‘3

Ha = al menos una ; »

Anilisis de varianza para un disefio aleatorizado por bloques completos

Fuente de Suma de Grados Media de
Variacién Cuadrados de Cuadrados ~ Fa
Libertad
ssTralamentos
Tratamdentos | TY2b-Y2N | @t at nm'}.&mg
TV 0 N ~ ssblogues
Bloques b-1 b-1
o asg
Error (por diferencia) | (a-1)(b-1) SSg
(e
Total 222 y2.IN N-1
Donde:
a= Tratamientos
b = bloques

MSE = Suma de cuadrados medios
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10.4 Humedad
10.4.1 Determinacion de la humedad del producto después del ciclo de
liofilizacion,

Cilculo para la determinacion de humedad

%Humedad =FactorX100XVol.

mg(mta)
Factor=10ul agua
vol. gastado
Volumen gastado=2.01 m}
Donde Factor= 4.95871 _
#]Resultados obtenidos de diferente ciclo de lioklizacién
*NUMERO REACTIVO
DE KARL FISHER | MUESTRA HUMEDAD
OBS. (ml) (ml) %
0.05 44 560
2 0.10 278 8.02
3 0.08 3.4 13.12
4 0.30 11.0 - 1352
) 0.13 4. 14.99
[] 0.16 4.1 17.20

b)Resultados del producto estéril empleande un ciclo de 15‘C

*NUMERO. | REACTIVO
DE KARL FISHER | “MUESTRA HUMEDAD

0BS. (mi) (mg) %
1 0.25 8.96 1384 :
2 042 421 14.12




TEMPERATURA DEL PRODUCTO (*C)

-49

£Wrmtn Gmlw LEEVIS ¥ ESTABILIGAD D‘ Emﬂ}l’lniu $ARA FLMAREADC INSTAHTANED CON va DEL lM»MIE’

10.4.2 Curva de liofilizacion del ciclo B °
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10.5 Distribucion

Ensayo 1

B2 X ESTAMLIDAD CE (I MUCLEQ EQUPO PARS L MANCADO RSTANTANED SO e 49m OELAchoiONg

Inyectado a ratén. Peso 41 Ag Fonda:51 Ctas

ORGANO CUENTAS *MUESTRA CUENTAS
MUESTRA SINFONDO | EXTRAPOLACION
Sangre 36156 36105 **95480.48
‘Riflones 11927 11876 11876.00
Estémago 3748 3697 - 3697.00
Intestino 25891 25840 25840.00
Higado 35762 35711 35711.00
~ Pulmones 38080 38029 38020.00
Corazén 1938 1887 1887.00
Tiroides 849.43 800.43 900.43
Vejiga y 19576 19525 19525.00
Orina .
Cuerpo 47695 47644 47644.00
Cuentas 281384.48
Totales

*Muestra sin fondo=Cuentas Muestra-Fondo
** Cuentas de extrapolacion=(Muestrag ngeXFactor extrapolacion)/Pes Ogyetra
Donde Factor de extrapolacion=Pesoy;,X0.08

8%=0.08=Volumen de la sangre

Dondebz

% Dosis radiacidn por drgano = (Dosis arganoX100)/(cuentas totalas)
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Ensayo 2
Inyectado a raton. Pes0:33.0 ¢ Fondo:56 Clas.
CUENTAS *MUESTRA CUENTAS
ORGANO MUESTRA SIN FONDO | EXTRAPOLACION
Sangre 26443.00 29387.00 **84631.48
Riflones 11052.00 10996.00 10996.00
| Estémago 3619.00 3563.00 3563.00
intestino 27107.00 27051.00 27051.00
Higado 35285.00 35239.00 35239.00
Pulmones 5326.00 5270.00 5270.00 -
Corazédn 2768.00 2712.00 - 271200
Tiroides 619.00 563.00 563.00
| Vejiga y Orina 7006.00 6950.00. - 6950.00
Cuerpo 3797400 | 37918.00 37918.00:
Cuentas 161703.00 216947.48
Totales

*Musestra sin fondo=Cuentas Muestra-Fondo

** Cuentas de extrapolacion=(Muestrayn ngoXFactor extrapolacion)/Pesomyestrs
Donde Factor de extrapolacion=Paso.ys,X0.08

8%=0.08=Volurhen de sangre

Donde:
%Dosis radiacién por 6mmq=(oosil 6rganoX100)/(cuentas totales)
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