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I. RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacién es incorpo-
rar el uso de agentes antioxidantes como el Acido Ascérbico y el
Acido Gentisico, en la formulaciédn de Metilendifosfonato sédico
manufacturado en la Direccién General de Energia Nuclear, para
aumentar su estabilidad y prolongar su vida util, debido a que
dicho radiofdrmaco es muy costoso. Para ello se reallizaron pruebas
de envejecimiento acelerado, almacenando los radiofarmacos con
diferentes antioxidantes, a cuatro temperaturas diferentes, (4°C,
25°C, 37°C y 45°C}), durante tres meses.

La respuesta se evalud en base al porcentaje de marcaciodn del
Tecnecio 99 metaestable (**™Tc}, con los tres radlofarmacos, con
los diferentes antioxidantes.

Los resultados obtenidos muestran porcentajes de marcaciédn del
radionucléido **™rCc con el Metilendlfosfonato sédico (MDP), arriba
de 98%. Tambien muestran leves varlaciones en dichos porcentajes,
que van de 98% a 99.9%, en las tres diferentes formulaciones del
MDP, a las cuatro temperaturas y a través de los tres meses que
durd el estudio, lo que demuestra que no existe diferencia entre el
radlofdrmaco control, y 1las formulaciones que incluyen A&cldo
ascoérbico y acido gentisico como agentes antioxidantes.

Se observa tambien gque a 45°C hay una leve elevacién en el

porcentalje de marcacién, lo gque indlca gue a dicha temperatura el




MDP es estable por tres meses, informaciéon que puede ser muy impor-
tante para las condiciones de almacenamiento y transporte.

Se xecomienda gque se realicen pruebas de envejecimiento acele-
rado, prolongando el tiempo de estudio, y de envejecimliento no
acelerado, para determinar la cinética de degradaciédn del MDP, ya
gque durante los tres meses que durd el presente estudio, el MDP

liofilizado con y sin antloxidante, permanecié estable.




II. INTRODUCCION

Desde la fecha del descubrimiento del radio hasta nuestros
dias, los radioisétopos incorporados a medicamentos o radiofarmacos
tienen cada vez mayores aplicacliones médicas, tanto en el dlagnés-
tico y terapéutica como en la investigacién.

Los radiofArmacos se usan en Medicina de dos modos diferentes:
como fuentes de radiaclén y como trazadores radlactivos. Como
fuentes de radiacién, los radiofArmacos se administran con propési-
to terapéutico e irradian tejldos internos del organismo. Como
trazadores radiactivos, se administran para diferenciar una bioqui-
mica, filsiologia o anatomia anormal de 1la normal.

En Guatemala, actualmente se cuenta con un Laboratorio de
Radiofarmacla Centralizada, ubicado en la Direccidn General de
Energia Nuclear, en donde se producen diferentes radiofdrmacos con
distintas aplicaclones, entre los que scbresale el Metilendifosfo-
nato s86dico (MDP) marcado con Tecnecio 99m (*"™Tc), qQue es un
radiofadrmaco de tipo trazador, usado para obtener imagenes &4seas
principalmente, ya que tiene una gran facilidad para ser fijado a
los cristales de hidroxiapatita de los huesos. Como a todos los
radiofarmacos marcados con **»mfc, se le incorpora un agente
reductor como Cloruro estannoso (8SnClz), para reducir el Tc*” a
Tc** que es la forma activa. Pexro el 8SnCla es muy susceptible a la
oxildacidén, que puede evitarse incluyendo agentes antioxidantes como

el 4acldo ascérblico y el Acido gentisico en 1la formulacién del




radiofarmaco. Dicho radiofArmaco es muy utilizado actualmente, y
su preclo es muy elevadoc por lo que se pretende, mediante 1la
incorporacién de los agentes antloxidantes ya mencionados mejorar
la estabilidad del Metilendifosfonato (MDP) liofilizado, aumentando

asf su vida atil.




I1I. ANTECEDENTES

A. Radionucleido Tecnecjo 39m (*"=YTc)

1. Caracteristicas fisicas del *"=7Tc:

a. El periodo de semjdesintegracién es de 6.04 horas.

b. El modo de decaimiento por transicién lsomérica.

c. Su energia de radiacién gamma: es de 140 Kev.

d. Se obtiene a partir de producto de fisiédn de 22"y de
**Mo B~ *mTC

t a,a2 = 66 hrs.

Su periodo de semidesintegracién de 6.04 horas y la ausencla
de emisién beta permite la administracién de cantidades del orden
de milicuries (mCi), sin que ésto signifique una dosls de radiacion
significativa para el paclente. Por decaimiento pasa a **Tc que es
un emisor beta que no tiene un periodo de semidesintegracién muy
largo, de 2.12 x 10" afios (1 mCi de **™Tc, corresponde a
3,3 x 107 *mCil de *"*"Tc). Sus fotones gamma de 140 kev, presentan
una adecuada penetracién de los tejldos, pueden ser detectados con
alta eficlencla con detectores de Nal (TI) Ioduro de sodio y
facilitan la obtencidén de imagenes centellograficas con una buena
resolucién utilizando colimadores de bajo espesor (1).

Todas estas caracteristicas, son la razén de gue un alto por-
centaje de los radlofArmacos utilizados actualmente en Mediclna

Nuclear, son compuestos marcados con *°"Tc, ya que sus propledades




son altamente £favorables en aplicacliones clinicas tanto en la
obtencién de imAgenes como para estudios dinamicos (2,3).

Otra gran ventaja que presenta el **=Tc es gue puede ser
obtenido facllmente a nivel de los servicios de Mediclina Nuclear en
forma estéril, llbre de pirdégenos y sin portador, por eluclién de

generadores de T*Mo-**™I'c (3).

2. Caracteristicas Quimicas del *"®*=Tc

El tecnecio es el elemento nimero 43 de la tabla periddica, es
un metal de la seqgunda serie de transiclén, perteneciente al grupo
VII B. Se encuentra ublicado entre los elementos Mn (Primera serie)
¥ Re (Tercera serle), presentando prepledades comunes con ellos,
especlalmente con el Re (4).

Todos lo0s nucleidos del Tc son radlactivos, con periodos de
semidesintegracién desde 5 segundos (*°2*Tc¢) hasta 2.3 x 10® afios
(®*7"Tc). Toda la aplicacién biomédica del Tc se basa en el emplec
del isb6topo *"*Tc (5%).

Posee estados de oxidacién que van de -1 a +7. Los estados
inorganicos mas estables son como i6n pertecnectato (TcO«~) con
valencia +7 de diéxido de tecnecio (Tc0z) con valencia +4. Los
restantes estados de oxidacidén son mads inestables y dificiles de
obtener, presentandose principalmente bajo forma de complejos de

coordinacién (6).



1. Quimica béasica

La materia prima para la preparacién de radlofarmacos de ®*™Tc¢
es el **=Tc pertecnectato obtenido de generadores de ®**Mo/ "*™Tc,
y las sales basicas para preparar y producir el equipo. Las especi-
ficaciones del pertecnetato **™Tc obtenido mediante diferentes
procesos, son descritos en muchas farmacopeas, como la Farmacopea
de los Estados Unldos (USP), Farmacopea Britanica (BF), Farmacopea
Europea (EP), y en otros documentos. La pureza guimica y radiogui-
mica del pertecnectato "*™Tc puede tener una influencla directa en
las reacciones de marcacién. variaclones en 1la calidad de
pertecnectato **™Tc proveniente de dlferentes fuentes £fue un
problema encontrado algunas veces hace una década. Este ha sido
superado con 108 generadores de **™rc de hoy. De cualgulier modo,
la compatibilidad de **™Tc de diferentes fuentes para la marcacién
de equlpos, no puede presuponerse, y debe de probarse su compati-
bilidad con los diferentes equipos (7).

En esencia, la preparacién de radliofarmacos con **™Tc es una
formacién compleja de un ligando especifico con **™Tc, el Tc con un
estado de oxidaclédn menor que +7, generalmente +4. La composicién
exacta y la estructura de los complejos formados no se conoce con
certeza. En coloides o particulas, las especies reducidas de **»pc
estan menos deflnidas. Dependediendo de las condiclones de
reaccién, en algunos sistemas de ligandos/®**~Tc, varlos complejos
con dlferente comportamiento bioléglco pueden ser formados. Por

tanto, en todos los precedimientos de marcacién con **~Pc, el




pertecnectato es reducido con un agente reductor, generalmente
cloruro estannoso (SnCla), seguido de la formacién de un quelato,
complejo estable, o un enlace a particulas apropladas. La
oxidacién del SnCl2 puede evitarse incluyendo agentes antioxidantes
como el acido ascérbico o el acido gentisico en la formulacién del
radiofdrmaco, viéndose un mejoramiento en la eficiencia de
marcacién, facilidad de manejo y baja toxicidad (8).

El esquema general de reaccliédn que tiene lugar en la prepa-

racién de compuestos de **"Tc es el slguiente:

Tc (V)
TcOs~ + 8n*2/lligando  -—-——- > Tc (1V) complejo(s), polimeros
Tc (III)
Ha0
————— > Tc red. hidrolizado

La cantidad del ligando usada para la formaciédn del compleljo
»ewTc es escoglda de forma equimolecular y se basa en el dato de

baja toxicidad.

2. Preparacioén del equipo

El equipo contiene, el radlofarmaco sin el radionucleido de
*®mPc, estériles y preanalizados los componentes esenclales para la
simple y convenlente preparaciédn de radiofarmaco en un sistema
cerrado. La forma mas popular de egquipos esta basada en 1la
estabillzacién del complejo ligando estannoso por liofilizacién en
amblente de nitrégeno antes de una oxidaciédn por el alre o

hldro6lisis. Aun cuando otxas formas de equipos, como liguidos o




soluciones congeladas bajo una atmosfera inerte, han sldo usadas
también, los equipos llofilizados tienen la ventaja de que su vida
media es larga, la confiabilidad y seguridad del procedimiento de
reconstitucién en una solucidén clara, o suspensién en el caso de
coloides o particulas marcadas, adecuado para una administracién
parenteral. La larga vida media del equipo, del orden de los 6
meses a 1 afio. La composicién de los equlpos para cualquier
preparaciéon particular descrita en la literatura, varla un poco con
respecto a las cantidades de las sales basicas, pH y otros

vehiculos (8).

C. Quelatos de *°“Tc para centellografla osea

Desde la introduccién del polifosfato marcadoc con **™Tc, en
1971, en un constante esfuerzo por encontrar mejores agentes para
imagen del hueso, se ha estudliado una amplia variedad de compuestos
fosforados (9).

En general, estos agentes para centellografia 6sea pueden cla-
sificarse en cuatro grupos, sequn el tipo de uni6én que presenten
entre los Atomos de fésforo:

-P-0-P
-P-C-P
-P-N-P
-p-C-N-C-P (9)
bentro del grupo de los polifosfatos, con unién -P-0-P, el gue
presenta mayor concentracioén en tejido 6seo es el pirofosfato {gue

contlene sélamente 2 Atomos de P} (7).




El segundo grupo, constituido por los difosfonatos, se carac-
teriza por presentar una unién quimica mas fuerte por la presencia
de un 4tomo de C entre los dos de P. La unién P-C-P es mas resis-
tente a la hidrélisis enzimatica jn vivo que la unién P-0O-P (10,11)

El IDP, perteneciente al tercer grupo, con unién P-N-P,
presenta los m&s altos niveles de concentracidén en hueso, pero
también es captado en tejido blando (11).

Los compuestos pertenecientes al cuarto grupo, son analogos de
los agentes quelantes EDTA y DTPA. Estos compuestos son guimi-
camente mas estables que los restantes compuestos fosforados, pero
no presentan ventajas desde el punto de vista de la captacién en
tejido 6seo (12),

Entre los compuestos que m&s se usan para centellografia ésea
estan: etllenhldroxidifosfonato (EHDP), el metilendifosfonato
(MDP), y el hidroximetilendifosfonato (HMDP) (13).

OH O

0H—~—E—-L———H——“0H OHmme———I———E———OH
be ke, b b b ol

Etilenhlidroxidifosfonato Metilendifosfonato
{EHDP) (MDP)

4] OH Q

OH———ﬂ—-—lq——ﬂ———OH
b b b

Hidroximetilendifosfonato
(BMDP )
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1, Prepazracién:

Los agentes para imagenes 6seas son abastecidos en viales que
contienen una mezcla estéril, libre de pirégenos y llofilizada, de
fosfato/fosfonato, sales estannosas {cloruro, floruro, tartrato,
etc), bajo una atmésfera de nitrégenc. Previo a la liofillzacién,
el pH es ajustado con HCl o NaOH.

Cuando el pertecnectato sédico ®**~Tc estéril y libre de
plrégenos, es adicionado al vial de reacclén, se forma el complejo
ssmp--gstaffio-fosfato/fosfonato. ®**™Tc(+7) se reduce a **™Tc(+4),
puede complejarse con uno o mas grupos de POaHa:>, dependliendo de

las condiciones de reacclén.

2, Pureza radloguimica;

Los agentes de ®*=Tc para evaluacidn o6sea, contienen **™TcC
fosfato/fosfonato, ®**™Tc 1libre de pertecnectato y coleoides de
estafio-**™Tc como impurezas. Por medio de cromatografia en capa
fina (ITLC-8G) y empleando acetona como solvente, pueden separarse
las diferentes formas quimicas de acuerdo a su polaridad, asi el
ss~Tc fosfato/fosfonato y cololdes de estafio-**"Tc guedan en el
origen con Rf 0-0.3, mlentras el pertecnectato *"*™Tc se mueve con
el frente del disclvente Rf 1.0. Con ITLC-8G y usando NaCl 0.9%
comoc solvente, el cololde de **~Tc-8Sn(Il) se queda mientras el
complejo *®*"Tc fosfato/fosfonato y el **™Tc libre de pertecnectato
se mueve con el frente del solvente a Rf 1.0. El1 compuesto debera
contener mas gue 90% en *"*~Tc fosfato/fosfonato, y menos que 10% en

coloide **™Tc-Sn{(II) o *®*™Tc libre de pertecnectato (13).

11



3. Comportamjento biolégico:

a. Localizacién 6sea: Segquidamente de la inyeccioén intravenosa, el
sempe fosfato/fosfonato es eliminado rdpidamente de la sangre hacla
el fluido extracelular y hacia la superficie del hueso. Por el
proceso de quimiosorcioén el radiofadrmaco es fljade a los crlstales
de hidroxliapatita de la superficie de los huesos. Aproximadamente
40-50% (50-60%para MDP) de la dosis inyectada, es distribuida en el
esqueleto en 3 hrs en un sujeto normal, con el residuo excretado
por el rxifion.

El rastreo depende en alta medida del fluido sanguineo; pox
consiguiente, si el fluido sanguineo se ve alterado (como en un
infarto 6seo o en una metistasis é6sea), la captaclén 6sea se vera
altamente disminuida. Un aumento de la captaclién del radiofarmaco
se da en metastasis 6mseas, debido al incremento de actividad celu-
lar.

b. Infarto al miocardio: El **~Tc fosfato/fosfonato también
reacciona con los cristales de calclo mitocondriales producidos en
el interlor de células miocardicas con infarto. El infarto del
miocardio es mejor visualizado en 1 a 6 dias después de su iniclo.
Los examenes falsos negativos pueden ocurrir si la imagen es
realizada, en la fase evolutiva, o muy tarde, en la fase resolutiva
del infarto. Examenes positivos pueden tamblén ocurrir seguidamen-
te de una clirugia de desviacién de arterlas coronarias, en una
angina de pecho inestable, infartos al miocardioc anteriores, y en

contusiones cardiacas.
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c. Marcacién de globulos rojos: Por su contenido de estafio, los
agentes 6seos de **™Tc tienen una afinidad por los glébulos rojos
(GR). Si el contenido de un vial frio sin marcar de fosfato/fos-
fonato reconstruido con soluclién salina es administrado por via
intravenosa, y 30 min. después, se le Iinyecta el pertecnectato
*smPc, el 80% de la actividad podria ser marcada a GR en 30 min
después de inyectada (13).

Los **mrc fosfato/fosfonatos son corrientemente usadosz para
imigenes 6seas, para delinear Areas de ostecgénesis alterada, Yy
para imAgenes de infarto agudo de miocardio. Para imagenes Oseas
el plrofosfato, EHDP, MDP y HMDP son satisfactorios. El HMDP tilene
la més rapida eliminacién sanguinea. Para imagenes de infarto
agudo del miocardio, el plrofosfato es mas extensamente usado, pero

algunos prefieren trabajar con MDP o HMDP.

d., Tiempo dptimo para resultado de imAgenes: La exposicidédn de
radiacidén al paciente, puede ser reducida por una favorable
absorcién maxima del fluido y frecuente vacladoc seguidamente a la
inyeccién del agente Oseo de ®*mwrc, La dosls recomendada para
adultos es 20 mCi para imAgenes 6seas y de infarto del miocardio.
Para 6ptimos resultados en imadgenes 6seas, debera ser realizado en
2-6 horas después de la inyeccién, el tiempo de elevacién en
infarto del miocardio es maximo en 60-90 min. EI1 infarto agudo del
miocardio muestra un pico maximo en 2-3 djias seguidamente del

inicio de los sintomas.

1 3 . pe—
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e. Reconstitucién y vida util después de reconstitucién: La
solucién de pertecnectato **mTc gque contiene agentes oxidantes no
son adecuadas para usar con compuestos de fosfato/fosfonato. S¢lo
inyecciones de cloruroc de sodio USP (sin preservantes) deberan ser
usados. Los agentes 6seos de **~Tc son muy sensibles al oxigeno;
nada de aire deberd ser inyectado al vial durante la mezcla del
radiofarmaco con el TcOa.™. La preparacién debera ser formulada
dentro de un periodo de 6 horas antes de su uso clinico, si se
practica. 81 éste es inyectado muy tarde después de la formula~
cién, puede ocurrir reoxidacién y liberacién de pertecnectato **=Tc
libre. Esto puede ser prevenldo por el uso de acido ascérblco como

antioxldante (13-20).

f. Coloides contaminantes: (descritos como coloides de **"Tc-Sn
(II) reducidos-hidrolizados), pueden ser producidos cuando el TcO."
reducido forma radioquelatos con fosfato/fosfonatos. Los coloides
contaminantes son captados por en el higado y bazo cuando su
proporcién en compuestos de ®**~Tc fosfato/fosfonato es mayor gue
10% . Hidréllisls, la cual produce coloides contaminantes, ocurre

también por envejecimlento.
g. La humedad residual: en el vial proveniente del proceso de

liofilizacion contribuye a la calldad variable dentro de 1los

viales del mismo lote,

14



h. Radiodosimetrfa: dosis de radiaci6én para huesos o Iimagenes
cardiacas en un paciente de 70 kg, de 20 mCi de agentes Oseos de

®e*mP- =on:

Médula Todo
Organos Huesos Osea Rifibn Higado Veliga Testic. Ovarios Cuerpo

Rads/
20mCi 0.70 ¢.56 0.80 0.06 2.60 0.16 0.24 0.13

i. Interacclones con cationes: Los agentes para imagenes 6seas son
conocidos por complejar cationes como el calclio. Debera tenerse
precaucién al usarlo con paciente con predisposicién a hipocalcemia

{alcalosis).

J. Pruebas falso positiva o falso negativas: Un examen de huesos
anterlor, puede interferir con examenes cerebrales usando ***Tc
pertecnectato sédico y resultar en exé&menes falsos positivos o
falsos negativos. 8Se recomlienda que examenes cerebrales precedan
a examenes de huesos. Alternativamente puede usarse **™Tc DTPA

(13-20).

D.Contzxol de calldad de los equlpos de radiofdrmacos
1. Controles Rutinarios
a. Controles Fisicos
i. Caracteristlicas Organolépticas

La apariencia fislica de una preparacién radiofarmacéutica es
muy importante, ya que su alteracliédn puede reflejar cambloszs gue
influyen en su comportamiento bioldgico {21).
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Todo radilofarmaco inyectable debe ser claro, limpldo y libre
de particulas visibles, excepto las suspensiones coloidales, macro-

agregados y microagregados de albimina y microesferas.

ii. Determinacion de actividad

Es la medida de la actividad total presente en una muestra.
La unidad comanmente empleada es el Curle (Ci) o submiitiplos,
definténdose 1 Ci como 3.7 x 10*° desintegraciones por segundo
(dps) (22).

La determinacién de actlvidad se realiza medlante el uso de
equipo de detecclén seleccionado en base al tipo y energia de la
radiacién emitida, siendo practica comin el empleo de camara de
ionizacién para 1a medicion de radiofarmacos marcados con emisores
gamma (23).

Slendo la actividad variable en funcién del tiempo, el
resultado de tal determinacléon debera acompafiarse en la etigueta de
la fecha y hora de callbracién, volumen total, concentracidn espe-
cifica. Se defline concentracién especiflca o radliactiva a la rela-
cién de actividad y el volumen de solucliédn en gue estd presente y

se expresa en mCi/mL {(24).

ili. Ideptidad y pureza xadiopucleidica:
La identificaclén del radionucleido en una preparacién farma-
céutica, es parte 1integral de la determinacién de pureza del

sistema.
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Se define como la proporcién de la actividad total en relaclén
a la actividad del radionucleido con respecto a la actividad total
de la muestra (25).

Las impurezas radionucleidas pueden ser resultado del proceso
de producciédn como:

- impurezas presentes en el blanco a irradiarx.

- reacclones secundarias producidas por el blanco.

- productos orlginados por desintegracién radiactiva o por una
purificacién ineficiente en el proceso de separaciédn del producto
de fislién.

El control de la pureza radicnuclelida es importante para
asegurar que la biodistribucién es caracteristica del nucleldo en
cuestioén y no influenclada por alguna impureza y para minimizar la
radliacioén absorbida por el pacliente (26,27).

Los valores de pureza radlonucléidica exigidos normalmente, se
sitdan en un 90% al momento de utilizacién del material radiactive

(28).

ilv, Tamafio y numexo de paxticulas: .

Cuando un radlofarmaco se presenta bajo forma farmacéutica de
soluciones coloidales o de suspensiones, es necesarlo controlar el
tamafio de micelas, a £in de verificar una distribucién acorde a las
especificaciones (24).

La distribucién del tamafio de particulas es dependiente de la

formulacién y condiclones de preparacién. Su evaluacién en prepa-
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raciones coloidales puede realizarse por f£iltracién en gel, pasale

a través de membrana o microscopia electrénica (29).

Y. DPH;

El concepto y la importancia del valor del pH en radiofar-
macia, esta directamente relacionada con la estabilidad del produc-
to. 8i blen el valor ideal de un preparado a ser administrado pox
via intravenosa es el pH sanguineo, grandes diferencias pueden ser
toleradas por los pequefios volamenes de inyeccién y la gran capacl-

dad tampén de la sangzre (30).

vi. Isotonlcidad:

Isotoniclidad es la igualdad entre las presiones osmbéticas de
una soluclén con respecto a otra. Debldo a los pequefios volamenes
de administracién de los radlofarmacos, no se exlge que éstos sean
isoténicos con los fluidos orgénicos con los que van a estar en

contacto (31}.

b. Controles quimicos:
1. Puxeza guimica:

Se define como la fraccidén de masa total presente en una forma
quimica establecida. Puede referirse tanto a las materias primas
del radionucleido y/o radiofarmaco como el producto final (20},

El control del material inactivo se efectha segin especifica-
clones de las farmacopeas. En el caso de radionucleidos y/o radio-

farmacos se debe determinar en forma cuall y cuantitativa 1la
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presencia de productos quimlicos (no radiactivos) que no forman
parte de su composicién, especialmente de aquellos posibles conta-
minantes téxicos o de sustancias gue alteren el comportamiento £1-

sicoquimico y/o biclégico del preparado (32).

il. Puxeza radioguimicas

Pureza radioquimica de un preparado es el porcentaje de
actividad del radionucleido en la forma quimica estableclda en
relacién a la actividad total presente de dicho radlonuclelido. ¥
constituye un factor determinante de la reproducibilidad de un
procedimiento diagnéstico, ya que s1 bien las impurezas radioguimi-
micas raramente ocaclonan series de reacciones téxicas, pueden al-
terar la biodistribucién de la preparacién radiofarmacéutica (24,
29, 32).

8u determinacién puede reallzarse por métodog tales como pre-
cipitacién, extracciédn por solventes, destilacidén, electroforesis
y cromatografia, siendo los dos Ultimos los de elecciédn por su ver-
satilidad, facilidad y rapldez de realizacién. Cromatografia en
papel, incluyendo instantanea en capa fina, son extensamente usados
en el control de radiofarmacos marcados con radionucleidos de corto
periodo (30).

Los limites de pureza radioguimica no deben ser tratados en
términos abstractos, su establecimiento depende del uso especifico
de la preparacién radiofarmacéutica y del comportamiento bilolégico
de las lmpurezas, siendo en algunos suficiente un criterio del 90%

Y en otros no aceptable un nivel menor al 97% (33).
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c. Controles Blolégicos:
i. Esterilidad:

La produccién de un inyectable debe realizarse tendlendo a
evitar la posible contaminacién con microorganismos mas que a
destruirlos posteriormente (28,33).

Los métodos mas utilizados en el a&rea radiofarmacéutica, son
aguellos que emplean métodos £fisicos tales como calor seco O
hamedo, £iltracién e irradiacién gamma, asi como la realizacién de
procedimientos asépticos, a partir de reactivos estériles (28).

El control de esterilidad se realliza segtGn lo indicado en las
diferentes farmacopeas; con voltmenes de Inoculaclén reducidos en

cada medio de cultivo (0.1 - 0.2 mL) (33).

ii. Apirogepnjicidad;

Los plrégenos son sustancias hipertermizantes y su ausencla en
una preparacioén inyectable es condicioén necesaria si el volumen de
la misma supera los 20 mL o si se utiliza una via especial de admi-
nlstracién {por ejemplo: intratecal). Por tanto, apirogenicidad no
constituye una exigencla para la mayoria de los radiofa&rmacos.

Debido a que una de las fuentes principales la constituyen los
productos del metabolismo, el mejor recurso para prevenlir contami-
nacién por pirdégenos es usar soluciones estériles recientemente
preparadas, material depirogenizado (viales, IJeringas, etc) y

emplear una metodologia aséptica de trabajo (29).
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El método oficial de control de pirégenos se basa en la
respuesta febril obtenida en conejos por administracién de las
sustancias a ensayar (24).

Existe un método in vitro para la determinacién de endotoxi-
nas bacterianas. Se basa en la gelificacién del lisado de ameboci-
tos del liqulido circulante de un artrépodo, el Limulus poliphemus,
en presencia de pequefias cantidades de endotoxinas bacterianas (del
orden de mg/mL) llamado Limulus test (32).

Las ventajas que ofrece este test frente al convencional en
conejos son: mayor sensibilidad, rapidez y de £facil realizacidn,
asi como posibilidad de determinacién de plrdgenos en medicamentos
hiper o hipotermizantes, en productos radlactivos de corta vida.

Por ello su empleo en radiofarmacia estd muy generalizado (28).

24« Controles no rutinarjos

a. Biodistribucién en animales de experimentacién

El estudio de distribucién blolégica de un nuevo agente diag-
néstico es esencial para el establecimiento de su eflicacla y utili-
dad. Permite ilnvestigar el comportamiento del compuesto marcado
desde &l momento de su adminilstracién, determinar su eficacla, asi
como obtener datos cuantitativos farmacocinéticos que constituyen
una parte de la radiocfarmacologia basica, una nueva disciplina en
Medicina Nuclear (29).

El obljetlvo de esta evaluaclién preclinica es estimar cudl serd
la potencial utilidad dlagnéstica en humanos, a partir de 1los

resultados obtenidos en un modeloc animal. Por tanto, es evidente
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que la eleccién del modelo es de gran Importancia. Diferenclas
entre especies, anatémicas y/o funcionales, pueden interferir en
las etapas de absorcién, distribucién, metabolismo, excresién y/o
interaccién del compuesto marcado con el receptor (29).

Las técnicas empleadas pueden ser no invasivas o invasivas.
En el primer caso, se procede de forma similar a 1a de un estudio
en humanos, previa sedacién o anestesia. Presenta la ventaja de
brindar un resultado clinico (visualizacion o no del area de inte-
rés); disminulr el costo del experimento por utilizacién de un
misamo animal a dlferentas tlempog postinyeccién; determlinar curva
de actividad versus tiempo en regliones especificas sl se posee
instrumentacién computarizada (34).

Las técnicas invasivas involucran el sacrificlio del animal a
tlempos wvariables post administracidén del compuesto marcado Yy
medida de la radlactividad en Sxrganos y tejidos disectados o auto-
rradiografia de cuerpo entero. El método de muerte puede ser
fisico (desnucamiento) o quimico (sobredosis de anestésico) (31).

La medida de radiactividad en las partes disectadas debe ser
precedida de una toma de muestras representativa y de un trata-
miento (no siempre necesario}, gue permita un control adecuado
(31).

La utilidad del estudio de biodistribucién en animales de ex-
perimentacién, no se limita a la etapa de investigacién y desarro-
llo. Constituye un control de rutina para centros de produccién de
juegos de reactivos; contribuye a la determinacién de la vida atil

de los mismos, ya que muchas veces, técnicas fisicoquimicas conven-
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cionales no son capaces de detectar degradacion de estos precurso-
res, especialmente en etapas tempranas de descomposicién; repre-
sentan un control de pureza radioguimica sl las lmpurezas poseen
una biodistribucién diferente a la del radiofarmaco reportada 1n1—_

clalmente (35).

b. Atoxicidad:

Ausenclia de sustancias que por su accién dlirecta o indirecta
sobre un érgano o sistema, o sobre un tejido pueden producir alte-
raciones que resulten noclivas para el paclente. Por ejemplo,
cuando se adminsitra un radlofarmaco se pueden producir efectos
téxicos en el paciente, como consecuenclas de variaclones en la
cantidad de drogas utillizadas en la preparacién del mismo o por la
Introducclén accidental de sustanclilas ajenas a su composicién.

El control de toxlicidad se realliza en las etapas de investiga-
cién, previa a la llberacién de un radliofdrmaco y se determina ge-
neralmente s6lo la dosis letal 50 (DL-50). Esta se deflne como la
dosis expresada en masa gque inyectada a un lote de ratones, mata el
50% de 1los animales, Se expresa en mg/kg de peso. Una vez
establecida la DL-50 se debe establecer un factor de seguridad (DL-
50/dosls a administrar en un humano) que seri& tenido en cuenta

cuando se determina la formulacién de un radiofarmaco (36).
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Periédicamente deberan inspecclionarse las Aareas de trabajo
desde el punto de vista microbiolégico y polvo en suspensién, prin-
cipalmente en aquellos lugares destinados a la preparacién de mate-
riales estériles, verificandose la efectividad de los filtros (37).

En el caso de campanas de flujo laminar y/o laboratorios asép-
ticos, debera controlarse la velocidad de intercambio de alre de
acuerdo a las especificaciones gque correspondan en cada paso (35).

Controles diarios de posibles contamlnaclones radiactivas se
reallzaran en superficles de trabajJo, ropas y equipo, registrandose
las situacliones anormales, asi como los procedimientos de desconta-
minacién (37).

4. Control de eguipo:

El uso de un calibrador de dosis para medlx la actividad de un
radiofarmaco que se administra a un paciente en un procedimiento de
Mediclna Nuclear, es en si{i mismo, un componente de garantia de
calidad, que influye en la proteccisédn del paciente. E1 funclona-
miento incorrecto de un calibrador de dosis, conduce a la adminis-
traciédén de dosis diferentes a las establecidas para cada estudio
(36).

Los procedimientos mas Importantes para efectuar el control
peridédico, son:

a. La verificacién diaria del nivel de fondo de radiacién.
b. La exactitud y precisidén de la actividad para todos los radio-
nucleldos de uso corriente.

c. Calibracién con una fuente patrén de Cs*>*7 (Cesio)
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d. La linsalldad de la respuesta (trimestral).

Las callibraciones perlédicas y trimestrales gue se realicen,
deben registrarse en planillas especlales que se archivaran, de
esta manera se podrA apreclar varlaciones minimas, comparando con

las calibraciones efectuadas anterlormente (38).

E. Establlidad acelerada de los radlofirmacos
Para decidir respecto al tipo de control de establlidad a de-

sarrollar, es preciso tener en cuenta que las pruebas aceleradas
tienen sus limitaciones derlivadas de las propledades fisicas y qui-
micas de las drogas y de las caracteristicas de las formas farma-
céuticas (12).

Estas pruebas se hacen para determinar el efecto del calor,
alre, humedad y luz. Ocurre a veces que el deterioro de un produc-
to no se produce en forma légica o quimicamente explicable. En tal
caso, resulta dificil o imposible determinar el orden de 1la
reaccién que se produce y por ende, la aplicacién cinética para
determinar el periodo de vigencia. Sc acude entonces a métodos
empiricos que sirven s6lo de orlentacién y por lo tanto, 1los
resultados sélo pueden aplicarse con sentido provisorio. Por
ejemplo, someter las muestras (en cantidad suficlente para permitir
su control periddico), durante algqunos meses a temperatura
constante (12).

La humedad desempefia una funcién importante sobre la estabi-

lidad de las formas sélidas y su conservacién en los envases (12).
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En este caso, el agua gue aparece, posiblemente por el
almacenamiento en una atmésfera himeda, se adhlere a la superficie
sél1ida de la muestra. Hay poca dificultad para determinar este
tipo de agua.

El secado por calentamiento es el método mads antiguo para la
determinacidn del agua, a primera vista el mas simple. 8in embar-
go, es un proceso altamente complejo y se corre el riesgo de la
pérdida de otros materiales volatiles (39).

Incluso con sus limitaciones, el método de Karl Fischer es el
mas empleado para la determinacién en productos £farmacéuticos,
tiene gran especificidad por el agua, buena precisién y para la
clase de compuestos gque a3 aplicable, un alto grado de exactitud
(39).

El lugar o ambiente en que seran controladas las muestras de-
berd regularse a una temperatura definida; ademas contendra un
peso determinado de agua en forma de vapor. Estos dos criterios
caracterizan y permiten dar valor a la humedad relativa del aire.
Generalmente el problema de la humedad se trata en relacién a la
temperatura. Ambas condiclones se pueden variar segun los autores
(12).

Las gque se usan con mas frecuencla son las que siquen:

Pemperatura Humedad

95% H.R
90% H.R.

65% H.R.
65% H.R.
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Los resultados se valoran a los 8 dias en un primer examen Yy
después cada 8 dias en los dos primeros casos; al cabo de un mes en
los otros tres. También se recomienda efectuar un examen oxgano-
léptico todos los dias durante la primera semana (12}.

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) también establecen
requisitos relacionados con la fecha de expiraclén del producto
final y los ensayos de estabilidad. Cada producto es Gnico en tér-
minos de las propledades fisicas y quimicas de sus iIngredientes ac-
tivos y excipientes, porcedimientos de manufactura, formulaciones,
sistema de envase y Clierre, condiciones de almacenaje y la estabi-
lidad del producto para mantener su callidad o pureza (40).

Las BPM recomiendan para llevar a cabo las pruebas de estudios
acelerados los sligulentes requerimientos:

1. E1 prop6sito de estudios acelerados es evaluar la degradacién
cinética, no para determinar uniformidad.

2. El analisis de un lote puede ser aceptable para establecer
fechas de expiracién tentativas.

3. 8e requiere datos de estabilidad de por lo menos 3 meses a 37°C-
40°C y 75% o mis de humedad relativa para Justificar una fecha
tentativa de dos afios.

4. Los estudios acelerados deben ser seguidos por estudios
controlados a temperaturas y condiciones amblentales. La com-
binacién de ambos puede Justificar una fecha de explraclén de
mas de dos afios.

5. No es razonable hacer estudios acelerados a temperturas altas

por tlempos limitados para justificar una fecha de expliracioén
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prolongada, ya gue los mecanismos de degradacién a temperaturas
altas son diferentes a los que occurren a temperaturas amblenta-
les.

6. Las condiclones de almacenaje (temperatura y humedad relativa)
deben ser deflnidas y reglstradas.

7. Los andlisis de estabilidad deben hacerse en el mismo sistema de
envase/cierre utilizado en la distribuclién y venta del
producto.

La administracién de drogas y alimentos (FDA) establece que
los estudlios de establlidad en las drogas son necesarias cuando no
hay disponible adecuada informacién sobre la establilidad de las
mismas, ya sea proveniente de estudlos anterliores o de la
bibliografia. El programa para el estudlio de estabilidad incluye
almacenamiento a temperatura ambiente y bajo condiciones aceleradas
(41).

Las condiciones de estabilidad acelerada ordinariamente inclu-
yen diferentes temperaturas (por ejemplo: 5%, S50°C y 75°C)}; hume-
dad, donde sea aproplado (por ejemplo: 75% o0 mayoxr), y la exposi-
cloén a varlas longitudes de onda de radlaciones electromagnéticas.

Es importante detectar, aislar e identificar los productos de
degradacién. Los productos de degradacidén deberan ser cuantifica-
dos para establecer las reacciones cinéticas, cuando sea practica-
ble (41).

El estudio acelerado de las drogas se utiliza para identifi-

car problemas de potencia que pudleran encontrarse durante el al-
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macenamiento y transporte y para proveer una estimacién de la fecha
de expiracién (41).
F. Principios de la cinéticg de deagradacion

La cinética de reaccién o de las reacclones es el estudlo de
la velocidad de los camblos quimicos y la forma en que dicha velo-
cidad depende de condiciones de concentracion de reactivos, produc-
tos y otras especies quimicas gque puedan estar presentes, de facto-
res como solvente y temperatura.

La veloclidad de una reaccién es agquella a 1a que uno o mas re-
activos experimentan cambios quimicos. E1 término orden de reac-
cién quimica indica la forma en que la concentracién de un reactivo
o varlos influye en la velocidad de una reacciédn gquimica (42).

1. Reacclones de orden cero. Cuando la velocidad de reaccién es
independiente de la concentracién de la sustancla reactiva. En
este tipo de reaccién, el factor limitante no es la concentracién,
sino por ejemplo, solubilidad o reaccliones fotoquimicas (43).

2. Reacciones de primer orden. Cuando la velocidad de reacclén
depende de la primera potencia de la concentracién de un reactivo,
se le considexa de primer orden. En este tipo de reacclién, la sus-
tancla se descompone directamente en uno o mas productos (43).

3. Reaccliones de segundo orden. 81 la velocidad de reaccién de-
pende de la concentracién de dos reactivos, serid de segundo orden
(43).

4. Reacclones de pseudo-primer orden. Se puede definir como de
segundo orden o reaccldén bimolecular que se comporta como reaccién

de primer orden. Esta se encuentra en el caso en que un reactivo
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esta presente en exceso o se mantiene a una concentracién constante
comparada con el otro reactivo. Es estas circunstanclas, la velo-
cldad de reaccién se detexrmina por un reactivo, a pesar de que dos
estin presentes, ya que el segundo reactivo no exhibe un cambio
significativo en su concentraclién durante la reaccidén de degrada-
cién {43).

5. Reacciones de tercer orden. Una reaccién de terxcer orden es
aquella en la cual la velocldad de reaccién determinada experimen-
talmente es proporcional a la concentracién de cada uno de tres
reactivos o de uno de dos reactivos y la sequnda potencia de la
concentraciédn del otro, o la tercera potencia de la concentracioén
de un solo reactivo. Las reacclones de tercer orden son muy raras
(42).

Para que la velocldad de degradacién sea 0til en la formula-
cién de productos farmacéutlcos, es necesarlo evaluar la dependen-
cia de la temperatura en la reacclén. Esto permite la predliccién
de la establilidad del producto a temperatura ordinaria de almacena-
miento con base en datos obtenidos por pruebas realizadas bajo
condiclones exageradas. De acuerdo a las reglas, la velocidad de
reaccidén se duplica por cada diez grados de aumento en la tempera-
tura, aunque no es generalmente aplicable. El procedimiento que se
recomienda es elaborar un plan de pruebas aceleradas para cada for-
mulacién para poder asegurar la dependencia de la temperatura de

los cambios quimicos en el producto que se esti& evaluando.
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El método mas satisfactorio para expresar la influencia de la
temperatura en la velocidad de reaccién es la relacidn cuantitativa

propuesta por Arrhenius:

k = Se (-Ha/RT) (formula 1)
donde k = velocidad de degradacién

R = constante de los gases

T = tempertura absoluta

8§ = factor de frecuencia

La constante de integraclién en la ecuacidn de Arrhenius se ha
designado como factor de frecuenclia. Este valoxr es la medida de la
frecuencia de colisiones gque pueden esperarse entre las moléculas
de una reaccioén en especifico. Logaritmicamente se puede expresar
de la manera sigulente:

In k = -Ha/RT + 1n S {(f£6rmuna 2)

Ya gque la mayoria de preparaciones farmacéuticas son comple-
jas, la reaccién de degradacion puede ser complicada por posible
interacclén de varlos lngredlentes en la formulacién. Se vuelve
impractico y usualmente innecesario desarrollar estudios de cinéti-
ca profundos en la formulacidn final para obtener una fecha de ven-
cimiento estimada del producto. Usualmente es suficiente seguir la
degradacién o alguna propiedad de la deqgradacidén como una funciédn
del tiempo a elevadas temperaturas; se usan las expresiones ya es-
tablecidas de cinética para luego extrapolar los datos a las condi-
ciones de almacenamlento adecuadas y obtener la fecha estimada de

expiraclién del producto en estudio (43).
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IV. JUSTIFICACION

En Guatemala, en el Departamento de Radiofarmaclia Centralizada
de la Dlreccidn General de Energia Nuclear (DGEN), se vienen
produciendo Radlof&rmacos desde 1985; en un 1iniclo, en forma
liguida, y a partir de 1987 se inicid con la liofilizaclén de doce
diferentes radiofdrmacos; mediante este trabajo de investigaclén,
se pretende incorporar el uso de agentes antioxidantes en la
formulacién de uno de ellos, el Metllendlfosfonato de Sodio (MDP},
para aumentar su estabilidad y mejorar de esta manera el servicio
al usuario, de esta manera se podr& continuar el estudio de 1la
reformulacidéon de 1los otros radiofarmacos con estos agentes
antioxidantes.

Se selecclond este Radliofarmaco para iniclar el estudio de
agentes antioxlidantes debido a que la materia prima es sumamente
onerosa por lo gue se hace necesario aumentar su estabilidad;
ademas éste es el Radlofarmaco de eleccién utilizade en Medicina
Nuclear en la obtencién de im&genes 6seas para el dlagnéstico de
metastasis, osteomlelitls, celulitis, necrosis, etc.

Aproximadamente el 40% de los examenes gue se realizan en el
Departamento de Medicina Nuclear del Hospital General San Juan de

Plos, son centellogramas 6seos que utilizan este radiofarmaco.
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V. OBJETIVOS

A. GENERAL

Contxibuir con el Departamento de Radlofarmacia de la
Direcclidn General de Energia Nuclear al introducir un agente
antlioxidante en 1la formulacién de Metllendlifosfonato de sodio
liofilizado, que utiliza cloruro estannoso como agente reductor del
radionucleido con el gue se marca, para aumentar la estabilidad de

dicho radiofarmaco.

B. BSPECIFICOS
1. Introducir Aacido ascoérbico y A&cido gentisico como agentes
antlioxidantes, en la formulaclén de radiofdrmacos con Metlilendli-

fosfonato de sodlo (MDP) liofilizado,

2. Comprobar su estabilidad frente a MDP sin agente antioxi-

dante, medlante pruebas de estabilidad acelerada.
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VI. HIPOTESIS

El uso de &clido ascérbico y 4&cido gentisico como agentes
antioxidantes en 1la formulacién del Metilendifosfonado sédico

{MDP}, mejoran su estabilidad.
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VIi. MATERIALES Y METODOS

UNIVERBO DE TRABAJO:

Un lote de dieciseis unlidades de MDP liofilizado, para el
control.
Un lote de dieciseis unidades de MDP liofilizado, conteniendo
dcido ascoérbico como antioxidante.
Un lote de dieciseis unidades de MDP liofilizado, conteniendo
acido gentisico como antioxidante.
MEDIOS:
RECURSO0SE HUMANOS:
Responsable: Br, Claudla Deyanira Juarez Pernilio
Asesoxr: Licda. Dliana Yolanda Frelre de Nave.
RECURSOS INSTITUCIONALES:
El presente trabajo se realizé en el Laboratorio de
Radiofarmacia Centralizada de la DGEN, con el apoyo de
Profesionales y Técnlicos.
£Lqulpo:

Lioflllzadora marca Lab-Conco (cap. para 300 fcos)
Autoclave marca Handyclave Rexall 23cm x 40cm L
Hornos marca Lab-Line

Balanza analitica marca Precisa
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Campana de £lujo laminar horlizontal marca
Lab-Conco

Medidor de pH marca Fisher

Refrigeradora

Contador tipo posc de centelleo sé6lido marca
Ortec

Calibrador de dosis de centelleo gaseoso marca
Ortec

Incubadoeora

b. Materiales:
Pilpetas volumétricas
Frascos de vidrio de borosllicato tipo I de 10 mL
Tapones para liofilizar
Arandelas de aluminio
Selladora de viales
Filtros de 0.22 pm (micrémetros)
Papel cromatografico para cromatografia en capa
fina instantanea (ITLC)
Cubetas cromatograficas
Pinzas

Lapliz graso
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c. Reactivos:

Metilendlifosfonato soédico

Cloruxo estannoso dihidratado

Acido cloxhidrico

Hidroxido de sodio

Agua para inyeccion

Acido ascoérbice

Acido gentisico

Generador de **Molibdeno-**"metaestableTecnecio
{(*®"Mo-**"TC

Acetona

Cloruro de sodio 0.9%

C. PROCEDIMIENTOS:
1. FORMULACIONES DE LOS RADIOQFARMACOS:
a. Formulacidén del radiofdrmaco control:

Tamafio del lote: 100 viales (100 mL de solucliédn)

Los reactivos quimicos utilizados, deben llenar las especifli-
caciones de la USP XXII.
Preparacién de las solucliopnes stock: Estas soluclones deben serx
preparadas antes de preparar el equipo.
S0luclidén de cloruro de estafio 8% (w/v): 400 mg de cloruro de estafio
dihidratado se disuelve en 0.5 mL de HCl1l concentrado y calentado si
es necesario para obtener una solucldn clara. E1 volumen final

debe ser llevado a 5mL con agua para inyeccién.
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contzol en-proceso: Por Andlisis Fotométrico:

Preparar las sigulentes soluclones:
1. Solucién de molibdato de sodio (0.1 mg Mo/ml).
21.46 mg de Naz:MoO4 p.a. en 100 mL de agua destilada.
11. 8olucién de tiocianato de potasio 1.5 M:
14.5776 g de KSCN en 100 mL de agua.
iii. Solucién estandar de Sn(II) (1lwmg Sn(II)/mL):
190.1 mg de 8SnCla.2Ha0 p.a. en 100 mL cde HC)L 0.2N.
iv. Acido Clorhidrico (HCl) 3M:
128 mI, de HC1 conc. (36%) dlluido a 500 mL con agua destllada.
v. Muestra:
Disolver en contenido de un vial del equipo a analizar en 5 mL
de soluclén salina.
vi. Solucién blanco:
Combinar 3.5 mL de HC1 3M, 0.5 mL de solucién de NaaMoOs ¥y 0.5
mL de solucién KSCN 1.5M, ajuste el volumen a 5 mlL con agua
destilada.
Procedimiento: combinar 3.5 mL de HC1 3M, 0.5 mL de solucién de
Na2Mo04 , 0.5 mL de solucién KSCN 1.5M y 0.5 mL de muestra, 6 5,
10, 15, 20 y 25 pm de =olucién estandar de 8n{Il) para obtener 1la
curva estandar, ajustar el volumen a 5 mL con agua destilada.
Agitar hasta que la soluclién se torne anaranjada. Después de 15
minutos, registrar la desaparicién del color a 460nm (cubeta de 1

cm) comparado con la solucidén blanco.
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Solucién de hldrdxido de sodlo 2N:

Pesar rapidamente 2g de hidrdéxido de sodio y disolver en 25 mL de

agua para inyeccioén.

PREPARACION DEL EQUIPO:

i.

11'

111,

iv,

vi.

vii.

Disolver 500 mg de MDP en aproximadamente 80 mL de agua
para inyeccién. La soluclédn de hidréxido de sodio 2N se
agregard para obtener una soluclén clara, si es necesarlo.
Agregar 0.62 mL de soluclién de cloruro de estaflo gota a gota.
Ajustar el pH de la scluclén alrededor de 6 6 7 por adiclioén de
gotas de sclucién de hidréxldo de sodio 2N,

Ajustar el volumen final a 110 mL con agua para lnyecciodn.
Esterilizar la solucién por flltracidn.

Dispensar en cantidades de 1 mlL la soluclén filtrada dentro de
viales esterilizados y tapar con tapones de hule esterilizados
Yy secos.

Transferir los viales a una llofilizadora y liocfilizarlos pox

24 horas (condiclones: -40°C y 10 um de vaclo).

viii. Sellar los viales balo vacio o bajo una atmosfera de

ix.

nitrégenc seco.
Almacenar los viales a 2-10°C, con la siguiente etigueta:
Equipo para *"*"™Tc MDP inyeccién
Clave: Ccédigo: Cons. No.
5 mg MDP
0.5 mg de 8nCla.2Ha0
Almacenar a 2-10°C

Fecha de expiracién:
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Documentar adecuadamente los detalles de la historia completa
del lote en un libro. Mantener el lote en cuarentena hasta
gue se los ensayos analiticos y bioléglcos, y el lote sea

declarado adecuacuado para uso en humanos.

b, Formulaclién del Radlofdrmacc con acido ascérbico:

El tamafio del batch, las especificaciones de los reactivos y la

preparacidn de las solucliones stock son las mismas gue para el

Radlofarmaco control.

PREPARACION DEL EQUIPO:

i.

Disolver 500 mg de MDP y 50 mg de acldo ascérbico en
aproximadamente 80 mlL de agua para linyeccién. Agregar la
solucién de hidréxido de sodlo para obtener una soluciédn claza
sl es necesario.

La preparacién se sigue ifigual a los pasos de 11 a viil, y x,

de la formulacién del radiofarmaco control.

ix. Almacenar los viales a 2-10°C, con la siguiente etiqgueta:

Equipo para ®**~Tc MDP inyeccién
Clave: Cédigo: Cons.No

5 mg MDP

0.5 mg de acido ascérbico

0.5 mg $nCla.2Ha0

Almacenar a 2-10°C

Fecha de expiracién:
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¢. Formulacidén del Radlofdrmaco con acldo gentisico:

El tamafio del lote, las especificacliones de los reactivos y la
preparacién de las soluciones stock son las mismas gue para el
radiofarmaco contrel.

PREPARACION DEL EQUIPO:

i. Disolver 500 mg de MDP y 50 mg de &cido gentisico en aproxi-
madamente 80 mL de agua para inyeccién. Agregar la soluclién de
hidroéxido de sodio para obtener una soluclén clara sl es
necesario.

La preparacién se sigue igual a los pasos de ii a viil y el x,
de la formulacidén del radiofadrmaco control.

ix. Almacenar los viales a 2-10°C, con la sigulente etigueta:

Equipo para **™Fc MDP inyecciédn
Clave: Cédigo: Cons.No

5 mg MDP

0.5 mg de acldo gentisico

0.5 mg SnClz.2H=0

Almacenar a 2-10°C

Fecha de explracién:

b, ALMACENAMIENTO:

Como se dijo anteriormente, se realiz6 un lote de dieciseis
unidades de MDP control, un lote de dieciseis unidades de MDP con
acldo ascérblico y un lote de dlecisels unidades de MDP con acido
gentisico. Cada lote se dividié en cuatro grupos de cuatro

unidades cada uno, y se nombré cada grupo como a, b, ¢ y &, gue
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representan respectivamente los tiempos de cero, uno, dos y tres
meses de almacenamiento . Se almacend, cada unldad de cada grupo
(a, b, ¢ y d), del MDPcontrol, MDP con Acido Ascédrbico y MDP con
dclido gentisico, a cuatro temperaturas diferentes, que fueron:

Tl = 4°C, T2 = 25°C, T3 = 37°C y T4 = 45°C, y se distribuyeron de

la slgulente forma:

=

MDP con Ac.

T
I
E
M
P
0

wonos

D. ANALISIS DE RESULTADOS:
1. DISERO EXPERIMENTAL:
El disefio experimental consistlé en un Diseflo Factorial
3 x 4 x4
a. Factores:
A. Radlofarmacos: Niveles: 1.- Control
2.- Ac. Ascérbico

3.~ Ac. Gentisico
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B. Temperatura: Niveles: 1.- 4°C

2.- 25°C
3.- 37°C
4.- 45°C
C.- Tiempo: Niveles: 1.- 0 mes
2.- 1 mes
3.- 2 meses

4.- 3 meses

b. Respuesta: Se determinari el % de marcacioén del radioisétopo.

2. ANALISIS ESTADISTICO:

Se utilizé Estadistica Descriptiva para analizar los datos
obtenidos, mediante gr&flcas donde se interrelaclionaron los tres
diferentes radiofarmacos (Control, Acldo Ascérblico Y Acido
Gentislco), con les cuatro diferentes tiempos (0, 1, 2 y 3 meses),

a las cuatro diferentes temperaturas (4°C, 25°C, 37°C y 45°C).
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VIII. RESULTADOS

En la tabla No.l se observan los resultados del porcentale de
marcaclién, obtenidos por loas tres diferentes radliofarmacos
(Control, Acido Ascoérblico y Acldo Gentisico), a cuatro diferentes
tiempos (0, 1, 2 y 3 meses) y a cuatro diferentes temperaturas
(4°C, 25°C, 37°C y 45°C), donde se observa gue dicho porcentaje de
marcacion es muy elevado para todos los casos {entre 98 y 99.9% de
marcacién), y gue se encuentra en los limites permitidos por la
Farmacopea Naclonal Argentina, en su seccién de Radlofarmacos (44),
Y que entre sus valores no existe diferencila.

Se observa también que al promediar los tres radiofarmacos a cada
uno de los cuatro tiempos y a las cuatro temperaturas, el resul-
tado es muy elevado, dando valores de 98.3 % a 99.9%.

En la tabla No.2 se presenta la relacién de lo= promedios de
los tres radliofarmacos en los cuatro tiempos, respecto a la tempe-
ratura, y se observa que en los tres radiofarmacos, dichos valores
sobrepasan el 99%, exceptuando al radiofarmaco con &cido ascérbico
a 259C observandose una variacion minima en los porcentajes.

En la tabla No.3 se presenta la relacién de los promedlios de
los tres radiofarmacos en las cuatro temperaturas, respecto al
tiempo. Se observa que en el radlofarmaco control todos 1los
porcentajes estan arrxiba del 99.3% exceptuando al tiempo de 2 meses
donde presenta una leve disminuclén a 98.715%. 2n los rafiofarmacos

con acido ascérbico y con acido gentisico, los porcentajes estan
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arriba del 99.2%, exceptuando al segundo mes donde presentan
también una leve disminucién a 98.673% y 98.655% respectivamente.
Los promedlos de los tres radiofarmaccs a cada uno de los cuatroe
diferentes tiempos, no muestran variaclién sus valores.

La tabla No.4 muestra una relaclén tlempo/temperatura. Se
promediaron los valoxes de los tres radiofarmacos, correspondiendo
a cada tiempo una temperatura; los porcentajes mantuvieron 1la
homogenidad en sus valores, pero se observa la misma disminucién
leve a 98%, en los valores del sequndo mes, en las temperaturas de
4°C, 25°C y 37°C, aGnicamente el porcentaje a 45°C se mantuvo arriba
de 99% (99.163%). Los promedlos totales de las cuatro temperaturas
a cada uno de los tiempos, muestran una leve variacién en sus

valores, ya que se mantienen entre 98.6% a 99.6%.

45




IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Al analizar los porcentajes de marcacién del radlofarmaco
control, el radlofarmaco con acldo ascérbico y el radiofarmaco con
acido gentisico se observa que fueron superiores al 98% en los tres
casos, como se observa en la grafica No.l lo cual es aceptable, ya
gue en la Farmacopea Axgentina se reporta gque el porcentaje de
marcacién es aceptable siempre y cuando contenga no menos de 90% y
no mas de 110% de la cantidad de *®*=Tc como guelato, expresado en
becquezel o milicuries en la fecha y hora indicados (44).

Al realizar las pruebas aceleradas para determinar el efecto
del tiempo en los porcentajes de marcacién de los radiofarmacos se
observé que Inmediatamente después de su produccién o sea en el
tiempo 0, y a 1, 2 y 3 meses después, el porcentaje de marcacloén
fue superior al 99% en la unién del farmaco con el radionucléido.
Se encontrd un ligero descenso de dicho porcentaje a 98% en el
segundo mes, el cual no es significativo, lo cual pudo deberse a
que en esa oportunidad el Contador Gamma dJde Centelleo de Pozo
presentdé problemas en su componente electrénico, disminuyendo su
eficiencia de conteo (grafica 2).

Al efectuar la comparacidn entre el radiofarmaco control y los
radiofarmacos con &cido ascérbico y acido gentisico a 1los
diferentes tiempos, se observé que los porxrcentajes eran superiores
al 98%, repitiéndose el fenémenoc descrito anteriormente, al segundo
mes, consistente en una disminucién del porcentaje de marcacioén de

99.618% a 98.715 en el Metilendifosfonato (MDP) control, de 99.205%
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a 98.673% en el MDP con acido ascérbico y de 99.553% a 98.655% en
el MDP con &cldo gentislco, los cuales volvieron a sublr en el
tercer mes a 99.693%, 39.875 y 99.202% respectivamente; se plensa
gque ésto es debido a problemas en el equipo, descritos en el
parrafo anterlor, debido a que el procedimiento, materiales y
recurso humano fue el mismo (ver tabla No.3 y grafica No.3).

Al eatudiar el efecto de la temperatura en los porcentajes de
marcaclén, se observé que todos fueron superiores al 99% a 4°C,
25°C y 37°C, encontrdndose porcentales ligeramente mayores a 45°C,
lo que puede ser debido a que a esta temperatura, el porcentaje de
humedad disminuye, estos resultados son de gran importancia ya que
proveen informacién sobre su almacenamiento, el cual no es tan
rigido como se pensaba, y como no se produce degradacién del
farmaco por la accldn de la temperatura, puede ser un dato de gran
importancia para cuando se deba transportar, importar ¢ comercla-
lizar (ver tabla No.4 y graflica No.4).

Al comparar los radiof&rmaces a diferentes temperaturas, se
observa que el porcentaje de marcacién es siempre superioxr al 98.5%
ocurriendo el mismo comportamiento anterlormente descrito: a 45°C
el porcentaje de marcaclén es mayor a 99% en los tres casos, proba-
blemente por la poca humedad a esta temperatura, como se indicéd
anteriormente (grafica No.5)

Al hacer el estudio de la relacién del tiempo y la temperatura
en el porcentaje de marcacldén, en todos los casos se encontraron
porcentajes de marcacién superiores a 98%, de donde se obsexrva que

a 45°C se obtiene un mejor porcentaje de marcaclién a través del
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tiempo, pero este fendémeno ya se dlscutid anteriormente (ver
grafica No. 6).

Al comparar los porcentajes de marcacién de los radiofarmacos
controcl, con &clido ascérbico y con acido gentislico, a través del
tiempo y la temperatura se observa que sus valores difierxen
ligeramente unos de otros y no son diferentes, por lo que se

rechaza la hipo6tesis planteada.
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X. CONCLUSIONES

Utilizando Metilendifosfonato con agentes antioxidantes y
compararlos al Metilendifosfonato contxol, se obtienen

porcentajes de marcaclién superliores al 98%.

Se observa que se obtiene un porcentaje de marcaclén semejante
en los tres radlofarmacos, durante los tres meses gue durd el
estudio, como los valores de los porcentales de marcaclédn no

muestran marcada diferencla, se rechaza la hipotesls planteada.

El porcentaje de marcacidén se mantiene a las diferentes tem-
peraturas de estudio (4°C, 25°C, 37°C y 4%°C), observandose un
incremento en dicho porcentaje a los 45°C, lo que da una nueva
perspectliva en las indicaciones de almacenamiento, que en algin
momento facllltaria la forma de transportarloc por largas
distanclas, ya que los resultados indican que el MDP es estable

por tres meses, a temperatuas de 45°C, inclusive.
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X1I. RECOMENDACIONES

Reallzar anallsis de porcentaje de humedad de las muestras, ya
gue la humedad es importante en la establlldad del radiofar-

maco.

Hacer Cromatografia Ligquida de Alta Presién (HPLC) de los dlife-
rentes radlofarmacos, para determinar posibles fraccliones como

subproductos de degradacién.

Prolongar por mas tiempo el estudlo, ya gque se observa establ-
1idad por tres meses, en condiclones de envejecimiento acelera-
do, pero no se pudo estudiar la cinética de degradacioén, porque

el producto no envejecié en el lapso de tres meses de estudlo.

Hacer un analisis de estabilidad no acelerada, para estudiar el
proceso de envejecimiento del metilendlfosfonato sédico, en

condiciones normales.
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TABLA No. i
PORCENTAJIES DE MaRCACION DE LOS RADIOFAPMACOS
Relacién Radiotfarmacoc—Temper atura-Tiempo
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TABLA No. 2
PROMEDIOS DEL PORCENTAJE DE MARCACION DE LOS RADIOF ARMACHS
Relacidn Radiofarmaco—Temperatura

r’?E?!PERA?L‘RA% {uatro ‘\.Jeénticuénco ; Treintisiste;fuarenticincal Progedios ;
L o N R ot R YTt Ao
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TapLE No, 3
PROMEDIOS DEL PORCENTATE BE MARCACTON PE LOS RADIOFARMACOS
Felzcidn Radiafarmaco-Tiampo
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Tapt & No. 4
PEOMEDIOS bEL PORCENTAJE bDE MARCACION DE LOS BADI OFARMACOS
Felacidn Temperatura-Tizapo
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GRAFICA No. 3
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GRAFICA No. 4
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GRAFICA No. 5
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GRAFICA No. 6
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