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Resumen

Los péptidos basados en la secuencia ciclica Arg-Gly-Asp (RGD) se han reportado como
agentes con gran afinidad para integrinas o,f3 y a5 sobre-expresadas en procesos
angiogénicos tanto en las células endoteliales como en las células de cancer de mama 'y
glioblastomas. La integrina o,B; estd expresada en bajos niveles sobre las células
epiteliales y endoteliales maduras, pero esta altamente expresada sobre las células
endoteliales activadas en la neovasculatura de tumores, incluyendo osteosarcomas,
neuroblastomas, glioblastomas, melanomas, carcinomas de pulmén y cancer de mama.
La expresidon de la integrina a,B; correlaciona bien con la progresion e invasividad del
tumor en canceres de mama, ovario, glioma y melanoma. La angiogénesis es un
proceso critico del tumor para su crecimiento y metastasis. Por su expresion altamente
definida durante la iniciacion, el crecimiento, invasion y metastasis del tumor, las
integrinas representan un blanco molecular importante para el diagndstico temprano de
tumores agresivos de rapido crecimiento y metastasis.

En este trabajo se optimizd el proceso de produccion de una formulacion farmacéutica
liofilizada para la preparacion del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],, se
demostro la unién especifica a las integrinas o3 para ser empleada en los gabinetes
de medicina nuclear en la obtencion de imagenes gammagraficas para la deteccion
oportuna de cancer de mama.

La formulacion farmacéutica liofilizada éptima para la preparacién del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se establecié como:

HYNIC-E-[c(RGDfK)]1, 25 ug
Cloruro estanoso (SnCl,) 20 ug
Acido Etilendiaminodiacético (EDDA) 10 mg
N-tris(hidroximetil)metilglicina (Tricina) 20 mg
Manitol 50 mg

Los resultados de pureza radioquimica de la formulacion estéril y libre de endotoxinas
bacterianas para los tres lotes de validacion preparados bajo protocolos de Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) fueron 97.62 + 1.48 %, 96.54 + 1.89 %, y 97.66 +
0.57 %, por lo que el procedimiento de produccién cumple las especificaciones
preestablecidas.

El radiofdrmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], preparado a partir de la formulacion
farmacéutica liofilizada mostrd ser estable durante al menos 24 horas, por lo que puede
ser empleado en los centros de medicina nuclear molecular.

Se obtuvieron imagenes /in vivo de la sobre-expresidon de integrinas o,f; a partir del
radiofarmaco ~ *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], obtenido de la formulacion
farmacéutica liofilizada y optimizada.

La formulacion farmacéutica liofilizada (HYNIC-RGD-Sn) mostrd ser estable durante
12 meses, por lo que se solicitd la autorizacion de este periodo de caducidad a la
COFEPRIS (NUmero de ingreso 123300401A0155).
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1. Introduccion

La radiofarmacia en México se inicid6 en el ano 1965, esta rama de las ciencias
farmacéuticas se ocupa del disefio, preparacion, control de calidad y dispensacion de
los radiofarmacos. Los radiofarmacos son un medicamento especial que contiene un
radionuclido, son utilizados en la medicina nuclear para el diagnostico y tratamiento de
algunas enfermedades por lo cual, requieren de un especial manejo antes de ser
administrados en pacientes y normalmente se preparan en el momento de ser usados.
Solo algunos radiofarmacos son enviados al hospital listos para su uso [1].

Las técnicas de obtencion de imagenes moleculares, directa o indirectamente, detectan
y registran la distribucion espacio-temporal de procesos moleculares o celulares para
aplicaciones bioquimicas, bioldgicas, diagndsticas o terapéuticas. Las técnicas
avanzadas de imagen como la resonancia magnética nuclear (RMN), la tomografia
computarizada por emision de fotdn Unico (SPECT) y la tomografia por emision de po-
sitrones (PET) han sido exitosamente utilizadas para detectar dichos procesos.

De acuerdo con su disefo, los radiofarmacos pueden ser divididos en tres
generaciones. Los radiofarmacos de tercera generacion se utilizan en medicina nuclear
para obtener imagenes de blancos moleculares especificos, y son Unicos en su
capacidad para detectar /n vivo sitios bioquimicos especificos tales como receptores y
enzimas. Se componen de tres partes: el metal, el agente quelante ¢ ligante bifuncional
y el fragmento bioactivo, el cual puede ser una proteina, un fragmento proteico, un
péptido, ADN, ARN u oligonucledtidos.

El ®™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se desarrollé previamente en el laboratorio de
radiofarmacos del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares para la deteccién de
integrinas o3 sobre-expresados en procesos angiogénicos [2].

En el presente trabajo se optimizd el proceso de produccién de una formulacion
farmacéutica liofilizada para la preparacion del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],, asi se presentd evidencia documentada la cual
provee un alto grado de seguridad de que se genera consistentemente un producto que
cumple con sus especificaciones y atributos de calidad preestablecidos y, por lo tanto,
asegura su eficiencia y efectividad.

Los radiofarmacos de diagnodstico no tienen accidon farmacoldgica, pero su
administracion en humanos hace imperativo que se cumplan los requisitos exigidos a
los productos farmacéuticos convencionales, ademas de los especificos por tratarse de
sustancias radiactivas. En el disefio de un nuevo radiofarmaco, es necesario considerar
el balance riesgo-beneficio que resulta de su utilizacion en humanos. El riesgo debe ser
considerado en términos de toxicidad cuyo estudio tiene por objetivo establecer
aproximadamente un factor de seguridad, estos resultados se obtuvieron a partir de
estudios de seguridad general de acuerdo al Método General de Analisis (MGA) 0795 de
la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM 10° ed) o version vigente.

En términos de lo dispuesto por los articulos 204 y 376 de la Ley General de Salud, los
medicamentos, equipos médicos, proétesis, ortesis, ayudas funcionales, agentes de
diagndstico, insumos de uso odontoldgico, materiales quirtrgicos, de curacion,
productos higiénicos y otros insumos para la salud requieren para su venta o
suministro, contar con la autorizacion sanitaria correspondiente, en su modalidad de
registro sanitario.
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2. Marco teorico

Generalidades

2.1 Radiofarmacos

Un radiofarmaco es toda sustancia que contiene un atomo radiactivo dentro de su
estructura y que, por su forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacion, puede ser
administrado en los seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos. El objetivo de
los radiofarmacos de blancos moleculares especificos es obtener imagenes utilizando
herramientas desarrolladas por la biologia molecular pero con métodos aplicables
in vivo. En los ultimos afos se ha demostrado la utilidad diagndstica de los péptidos
radiomarcados para la deteccion especifica de diversas neoplasias mediante la
obtencion de imagenes moleculares por técnicas de medicina nuclear [3-4].

El radionutclido se elige de acuerdo a sus caracteristicas nucleares como son:

Tiempo de vida media.
Energia de emision.

Tipo de radiaciéon emitida.
Toxicidad.

Disponibilidad.

YVVVYYVY

De acuerdo al criterio de disefio, los radiofarmacos pueden ser divididos en tres
generaciones:

1) Radiofarmacos de primera generacidon: Especies moleculares simples liberadas a
organos especificos a través de un mecanismo de localizacion no especifico o particulas
que pudieran explotar mecanismos fisioldgicos. Como un ejemplo se puede mencionar
que la fagocitosis fue la base para preparar coloides como *™Tc,S; y el bloqueo de
capilares se obtuvo con *™Tc-macroagregados de alblimina dando lugar a la scintigrafia
de higado y pulmén [3].

2) Radiofarmacos de segunda generacion: surgen en los afios 80 's como resultado del
desarrollo de compuestos de coordinacidon bien caracterizados, donde un metal se une
a un ligante en una geometria definida, por ejemplo los complejos Tc(V)-oxo. La
biodistribucidon de estos complejos era determinada por sus propiedades fisicoquimicas
tales como carga, peso molecular, geometria espacial y lipofilia. De estos trabajos
emerge el concepto de agente quelante bifuncional (BFCA), que son ligantes que no
solo quelan al metal, sino que también pueden mediante otro grupo funcional unirse a
una molécula con actividad bioldgica [5].

3) Radiofarmacos de tercera generacion: se emplean en medicina nuclear para obtener
imagenes de blancos moleculares especificos y son Unicos en su capacidad para
detectar /n vivo sitios bioquimicos especificos tales como receptores y enzimas. Se
componen por tres partes: un metal, el agente quelante o ligante bifuncional y un
fragmento bioactivo que puede ser una proteina, un fragmento proteico, un péptido,
ADN, ARN y oligonucledtidos. El agente bifuncional se encuentra localizado entre el
radionuclido y el fragmento bioactivo, de tal forma que este Ultimo sirva como un
portador del metal al sitio receptor de la célula o molécula blanco. Si el ion metalico es
emisor de particulas B~ 6 o, el radiofarmaco puede utilizarse en la terapia de blancos
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moleculares. Esta modalidad involucra imagenes y terapia que utilizan herramientas
desarrolladas por la biologia molecular pero con métodos aplicables /in vivo.

La medicina nuclear diagndstica se basa en el uso de los radiofarmacos, donde un
radionlclido se incorpora a una molécula organica o inorganica que se dirige
selectivamente a un érgano de interés o que se incorpora a un proceso molecular,
metabodlico o fisioldgico del organismo sin perturbar el sistema bioquimico. Dado que el
radiontclido es un emisor gamma o de positrones, se pueden obtener por medio de
sistemas de deteccidon externos llamados gammacamaras y equipos de tomografia de
emision de positrones (PET), imagenes in vivo del funcionamiento de los diversos
érganos o sistemas, las cuales se procesan en sistemas de computo [6].

Todos los radiofarmacos son agentes de diagndstico, ya que el término terapéutico no
se refiere a un efecto farmacoldgico, si no a un efecto fisico de energia de radiacion
depositada por unidad de masa, tal y como ocurre en radioterapia convencional [7].

Los radiofarmacos de diagndstico estan compuestos por un radiontclido emisor de
radiacion gamma procedente del nicleo del dtomo, el radiontclido se une a un ligante
formando un complejo estable que a su vez se une a una molécula cuyo
comportamiento bioldgico dentro del organismo es el adecuado para el estudio [8]. Los
radiofarmacos de diagndstico utilizan emisiones de rayos gamma con una energia
entre 0.1 y 0.2 MeV que permiten su deteccidn externa.

El radioniclido mas comin en estudios diagndsticos es el Tecnecio-99m (*"Tc), a
partir del cual pueden prepararse decenas de diferentes radiofarmacos lo que
constituye el 65 % de todos los estudios de medicina nuclear que se practican a nivel
mundial y aproximadamente el 80 % de los estudios realizados en México [9].

2.2 Quimica del Tecnecio

El tecnecio es un metal de transicidon de color gris plateado, perteneciente al grupo VII
B (Mn, Tc, y Re) y tiene el nimero atdmico 43. El **Tc en estado fundamental tiene una
vida media de 2.5 x 10° afios. La estructura electrénica del d&tomo neutro es [Kr]4d®5s’.
El tecnecio puede existir en ocho estados de oxidacién, -1 a 7+, que resultan de la
pérdida de un nimero dado de electrones en los orbitales 4d y 5s o ganancia de un
electron al orbital 4d. La estabilidad de estos estados de oxidacién depende del tipo de
ligandos y el medio ambiente quimico. Los estados 7+ y 4+ son mas estables y existen
en oxidos, sulfuros, haluros, y pertecneciatos. Los estados de oxidacion mas bajos, -1,
1+, 2+, y 3+, normalmente se estabilizan por complejacién con ligandos [10].

2.2.1 Propiedades nucleares

Las propiedades nucleares del *"Tc que hacen de este radiontclido Util en la medicina
nuclear diagndstica, son principalmente la emision de un fotén de 140 KeV de energia,
técnicamente ideal para su deteccién por gammagrafia y su vida media de tan sélo 6.02
horas, que ofrece la posibilidad de realizar estudios médicos con bajas dosis absorbidas
de radiacion para los pacientes.
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2.2.2 *"T¢ en Medicina Nuclear
El *™Tc se considera como el radionticlido “ideal” para marcar farmacos de diagndstico
debido a que relne las caracteristicas siguientes [11-14]:

1) Fécil obtencién a partir de generadores *Mo - *™Tc.

2) Ausencia de emision B y su emision y de baja energia (140 KeV), que presenta una
adecuada penetracién en los tejidos.

3) Vida media de 6.02 horas.

4) Eficiencia con que se detecta.

5) Facilidad y rapidez con que se pueden unir o complejar a diversas sustancias, o
farmacos.

6) Las actividades en megabequereles (MBq) empleadas permiten hacer estudios
dinamicos y estaticos.

2.2.3 Obtencion del **™Tc

El isdtopo del tecnecio (**"Tc) es producido como ion pertecneciato TcO, en un
generador ®Mo/*™Tc, el cual contiene al ion molibdato radiactivo, MoO4> (producto de
la fision nuclear del uranio-235); que se adsorbe en una columna de alimina, y es
puesto en el generador; asi el idn pertecneciato TcO,, es obtenido cuando el nlcleo de
molibdeno-99 (Mo0,*) decae segun lo indica la siguiente reaccién:

Mo —»  P™c + p-

El pertecneciato se obtiene en su maximo estado de oxidacién (valencia +7), la mayor
parte de los compuestos quimicos marcados con *™Tc se llevan a cabo reduciendo a
T, T, T y complejando éstos en el compuesto quimico adecuado. El agente
comunmente usado para reducir el tecnecio es el cloruro estanoso (SnCl,) por
presentar las ventajas de baja toxicidad, gran poder reductor y buen rendimiento de
radiomarcado [15].

La reduccion del tecnecio es un proceso facil de realizar ya que pasa de un estado de
oxidacion a otro rapidamente:

3Tc®*  ——  Tc™ + 2T
3Tt ——  2TcY + T
4T —»  3Tc™

Un radiofarmaco de *™Tc se prepara por simple adicidn de eluato de pertecneciato en
solucién salina (*°™TcOy) al nlcleo-equipo disolviendo el polvo liofilizado.

Al realizar esta mezcla se llevan a cabo las siguientes reacciones quimicas en solo unos
minutos: el estano reduce al pertecneciato, éste, en un estado de oxidacién menor es
capaz de unirse al ligante formandose el radiofarmaco deseado.

Sn**  ——  Sn*t +2¢e
TcO; + 8H' +3¢ ——» Tc** + H,0
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2.3 Ligantes empleados para la formacion de complejos de tecnecio

Se ha reportado el uso de numerosos ligantes para la formacion de complejos con *™Tc
con utilidad clinica [16]. Uno de los ligantes mas eficientes es el HYNIC
(Acido hidrazinonicotinamidico, Figura 1). Es un agente quelante bifuncional para el
9™Tc usado para marcar biomoléculas para imagen. Con la adicidn de coligantes forma
complejos muy estables tanto en soluciéon como in vivo [17-19].

N

HNé =z
N A (o]

OH
Figura 1. Estructura del agente quelante bifuncional acido hidrazinonicotinamidico.

Los coligantes se emplean para complementar la esfera de coordinacion del tecnecio el
cual puede tener un nimero de coordinacion del 4 al 10, dado que el HYNIC sélo puede
ocupar de uno a dos sitios de coordinacién. Entre los coligantes se pueden mencionar
al acido etilendiaminodiacético (EDDA) Figura 2, tricina, tricina/acido nicotinico,
tricina/acido isonicotinico y trisodio-trifenil-fosfin-3, 373" "-trisulfonato (TPPTS). Es
justamente a las variaciones estructurales de estos coligantes que se pueden modificar
las propiedades del complejo obtenido, tales como su hidrofobicidad. El uso de
coligantes permite modificar la biodistribucion, la depuracién renal de los complejos,
aumentando la estabilidad en el organismo y no son degradados por proteasas
plasmaticas.
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Figura 2. Esquema general de la produccién de *™Tc-HYNIC-péptido conjugado.
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2.3.1 Moléculas transportadoras

Durante la Ultima década, se ha demostrado que los receptores de péptidos se pueden
utilizar con éxito para el marcado /n vivo de los canceres humanos. La base molecular
para la orientacion se apoya en la observacién in vitro de que los receptores de
péptidos se sobre-expresan en grandes cantidades en ciertos tumores. En gammagrafia
de receptores /n vivo se utilizan péptidos radiomarcados para la localizacion de tumores
y su metastasis [6].

2.3.1.1 Péptidos

Los péptidos son compuestos que contienen de 1 a 50 aminodacidos (acido a-
aminocarboxilicos) unidos por enlaces peptidicos. Disefiados de forma natural para
estimular, regular o inhibir numerosas funciones de la vida, actdan principalmente
como transmisores de informacion y coordinacién de actividades de varios tejidos en el
organismo [20].

Los péptidos ofrecen varias ventajas: son faciles de sintetizar y modificar, son menos
probables a ser inmunogénicos y pueden tener una rapida depuracién sanguinea. En
muchos casos, la afinidad de los péptidos pequefios por sus receptores es
significativamente mayor que la de los anticuerpos o sus fragmentos.

Una de las principales razones del interés creciente para péptidos y receptores de
péptidos en el cancer es la posibilidad de ser dirigidos a un receptor, debido a que los
receptores de péptidos son a menudo expresados en muchos canceres humanos.

Basicamente, se pueden utilizar estos receptores como blancos moleculares en dos
formas:

1) Sitios de unién para radioligantes: Los receptores se utilizan principalmente como
sitios de unién para un péptido andlogo de consideracién, esta estrategia se basa
principalmente en la presencia de receptores tumorales capaces de unirse con alta
afinidad a los andlogos peptidicos. El éxito de las aplicaciones clinicas de este principio
son el diagndstico y radioterapia con la orientacién de los receptores peptidicos con
péptidos radiomarcados. La internalizacion del complejo receptor-radioligante
proporciona una acumulacién importante y Util de radiotrazador en la célula,
aumentando asi la sefal radiactiva en el sitio blanco [21]. Esta estrategia basica puede
utilizar cualquiera de los péptidos relacionados con medicamentos citotdxicos [22,23] o
péptidos relacionados con isotopos radiactivos [24]. En ambos casos, el ligando
internalizado puede ser capaz de destruir selectivamente la célula blanco.

2) Mediacion de respuestas funcionales: Alternativamente, se puede tomar ventaja de
los receptores funcionales como blancos para provocar una determinada respuesta
bioldgica, se ha demostrado /n vitro que desempefian un papel activo en la regulacién
del crecimiento de muchos tipos de células tumorales [25], lo que sugiere que el
tratamiento a largo plazo con andlogos peptidicos adecuados puede ser capaz de
reducir o detener el crecimiento tumoral /n vivo.
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Un radiofarmaco ideal utiliza péptidos pequenos, generalmente se usan oligopéptidos
de peso molecular menor a 10, 000 Da y deben poseer las siguientes caracteristicas:

> Alta captacion por los érganos blanco.
> Estabilidad metabdlica.
> Depuracién renal rapida.

Este Ultimo punto es de gran importancia para la obtencidon de imagenes de tumores
porque una depuracion renal rapida disminuye la radiactividad en el area abdominal y
mejora la relacion tumor/tejido no blanco.

Las experiencias que se han obtenido empleando *™Tc en el marcado de péptidos
pequeiios se pueden aplicar a otras moléculas que presentan unién a receptores
especificos.

Algunos tipos de receptores son sobre-expresados en numerosos tipos de cancer y han
sido empleados como blancos moleculares de péptidos radiomarcados para localizar
tumores. Durante la Ultima década los estudios clinicos han tenido resultados
satisfactorios con las imagenes obtenidas mediante receptores de somatostatina
expresados en tumores neuroenddcrinos, con ello se han prolongado los estudios de
otras moléculas como la gastrina, colestoquinona, ligandos para receptores de
integrinas y neurotensina. La mejora de sus analogos es aprobada para la obtencion de
imagenes especificas de diferentes tipos de cancer, incluyendo de mama, prostata,
intestino, pancreas y tumores cerebrales [26].

2.3.1.2 Integrinas

Las integrinas son una familia de moléculas de adhesidon, son heterodimeros
compuestos de una cadena o y una B (Figura 3) [27]. Existen 8 subunidades B las
cuales forman varias combinaciones con las subunidades «, aproximadamente 16.
Ambas son glucoproteinas las cuales se encuentran ancladas a la membrana celular. El
grupo amino terminal y la mayor parte de la cadena peptidica son extracelulares,
mientras que el fragmento corto del C-terminal es intracelular. La porcidn extracelular
de la cadena alfa y beta interactian de manera no covalente [28].

Receptores de colageno

Receptores especificos de
leucocitos

Receptores
de RGD Receptores de laminina

Figura 3. Integrinas expresadas en células endoteliales (adaptada de RO Hynes, Cell
110:673-687 (2002)).
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La principal propiedad de las integrinas es su capacidad para unirse, por un lado, a
componentes de la membrana celular externa (ECM) vy, por otro, a ciertas proteinas
especificas integrantes de la misma. Unen a los componentes de la ECM entre si y a las
células. Son la principal familia de receptores de la superficie celular y tienen un papel
importante ensamblando los complejos de senalizacion en los puntos de contacto que
existen entre las células y la ECM. Sus porciones extracelulares se unen a muchas
sustancias, como por ejemplo; fibronectina, laminina y algunas clases de colagenos
gracias al reconocimiento de la secuencia RGD [29,30].

La angiogénesis es el proceso por el cual se desarrollan nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes. El crecimiento de nuevos vasos sanguineos promueve el
desarrollo embrionario, la cicatrizacidon de heridas y el ciclo reproductivo [31].

Las integrinas a,f3 se encuentran sobre-expresadas en la angiogénesis de tumores y su
metastasis. La union especifica de péptidos que contienen el residuo Arg-Gly-Asp (RGD)
a receptores o,f3 han sido Utiles para imagen de tumores especificos, mediante el
radiomarcado del péptido RGD [32,33].

Las integrinas también regulan la formacion de complejos de sefalizacion, por lo cual
se requieren modificaciones en la expresion de integrinas durante las siguientes etapas
de la generacion de metastasis: a) angiogénesis intratumoral; b) desprendimiento del
tumor primario; c) interaccion de células tumorales con plaquetas; d) adhesion al
endotelio [34-37].

Tanto el blogqueo de integrinas utilizando anticuerpos o péptidos que contienen la
secuencia -Arg-Gly-Asp- (RGD) como modificaciones inducidas en la expresion de
moléculas asociadas a estas, pueden inhibir la formacién de metastasis. En la blusqueda
de inhibidores de la diseminacién tumoral, estas y algunas moléculas asociadas a ellas
son blancos farmacoldgicos importantes [38].

En las células endoteliales las integrinas modulan la migracion celular durante la
angiogénesis y en células tumorales potencian la metastasis facilitando la invasién vy el
movimiento a través de los vasos sanguineos [39].

2.4 Radiofarmaco **"Tc-EDDA/ HYNIC-E-[c(RGDfK)],

Cuando se hace reaccionar la solucidén de pertecneciato de sodio (**"TcO,Na) a pH 7.0
con la mezcla HYNIC-E-[c(RGDfK)],, tricina, EDDA y cloruro estanoso en Buffer de
fosfatos 0.2 M pH 7, se forma el complejo *™Tc-EDDA/ HYNIC-E-[c(RGDfK)],
(**™Tc-HYNIC-RGD, Figura 4). El **™Tc (+7), es reducido por el cloruro estanoso, el cual
se compleja al péptido a través del HYNIC y con la tricina se completa la esfera de
coordinacién del radiometal. Posteriormente con el calentamiento en un bafo de agua
hirviendo durante 10 min, se realiza un intercambio de ligantes entre la tricina y el
EDDA formandose finalmente el complejo estable de **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],,
comUnmente conocido como **"Tc-HYNIC-RGD [2].
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Figura 4. Estructura quimica del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

La secuencia tripeptidica -Arg-Gly-Asp- (RGD), reconoce de manera especifica a las
integrinas o.Bs Y owBs que estan sobre-expresadas sobre células endoteliales en
proliferacion asociadas a la neovasculatura y en células tumorales de cancer de mama,
glioblastomas, osteosarcomas, neuroblastomas, melanomas, carcinomas de pulmén vy
cancer de ovario [40].

Después de la administracion intravenosa, el *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se
acumula en sitios que sobre-expresan integrinas o83 Y ofBs en procesos de
angiogénesis.

El **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], es el agente de eleccion para centellografia de la
sobre-expresion de integrinas o3 en procesos angiogénicos. Util en la deteccidon de
cancer de mama, glioblastoma, osteosarcomas, neuroblastomas, glioblastomas,
melanomas y cancer de ovario.

En 2009 Fred L. y cols. realizaron los estudios de biodistribucion del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en ratones atimicos con cancer inducido y presentd
rapida depuracién sanguinea y eliminacién renal, el 79 + 4 % de la actividad es
excretada por esta via, la actividad se acumula principalmente en el higado , bazo y
rinones [41].

La actividad sugerida para un paciente con un peso promedio de 70 kg es de 555-740
MBq con 25 pg de HYNIC-E-[c(RGDfK)],. La centellografia es éptima después de 2-4 h
de la administracion. Por la cantidad de péptido requerido para el estudio, cada vial de
liofilizado es para una dosis.
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La pureza radioquimica debera ser mayor de 90 %. El compuesto no debe contener
mas del 10 % de impurezas radioquimicas (*"TcO, 6 *™Tc hidrolizado).

En la Tabla 1 se describe el sistema cromatografico para la determinacién de la pureza
radioquimica del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c¢(RGDfK)],.

Tabla 1. Descripcion del sistema cromatografico para la determinacion de
pureza radioquimica del radiofarmaco " Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

Fase movil
Especie quimica
Pecte zouanons | e
Rf ™ Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], 0,0 0,9-1,0
Rf ®™Tc-coligante 0,0 0,0
Rf *™TcO," 0,9-1,0 0,9-1,0
Rf ®™Tc-reducido-hidrolizado 0,0 0,0

2.5 Requisitos de control de calidad para radiofarmacos

Los radiofarmacos no tienen accidn farmacoldgica, pero su administracion en humanos
hace imperativo que se cumplan los requisitos exigidos a los productos farmacéuticos
convencionales, ademas de los especificos por tratarse de sustancias radiactivas.

Luego de la preparacion de un radiofarmaco y previo a su utilizacion en pacientes, es
necesario verificar la calidad del mismo, para lo cual deben ser sometidos a una serie
de controles [1].

2.5.1 Pruebas bioldgicas

Las monografias de radiofarmacos inyectables precisan que el producto sea estéril y
estar excento de pirdgenos. La presencia de pirdgenos se mide a través de la prueba
de endotoxinas bacterianas [1].

a) Prueba de esterilidad (MGA 0381)

Esta prueba tiene como finalidad investigar la presencia de microorganismos
contaminantes en sustancias, preparaciones, o dispositivos médicos que de acuerdo
con la Farmacopea, requieren ser estériles.

Esta prueba no asegura por si misma que un lote de producto sea estéril, esto sélo se
logra con la validacion de los procesos de esterilizacion y llenado aséptico.

El Medio Liquido de Tioglicolato y Medio de Digerido de Soya Tripticaseina, son los
medios que se utilizan para llevar a cabo la prueba de esterilidad. ElI primero
fundamentalmente para el cultivo de bacterias anaerdbicas, sin embargo en este medio
de cultivo puden crecer bacterias aerdbicas a una temperatura de incubacién de 32.5 +
2.5 °C entre 7 y 14 dias. El segundo es adecuado para el cultivo de hongos y bacterias
aerobicas a temperatura ambiente de 22.5 + 2.5 °C entre 7 y 14 dias. Se siembra como
minimo, un volumen de muestra igual o mayor a la dosis a administrar.
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Para asegurar la esterilidad de un radiofarmaco es necesario aplicar las Buenas
Prdcticas Radiofarmacéuticas, que incluyen la utilizacion de técnicas asépticas para la
produccién, control de calidad y fraccionamiento de dosis, asi como recomendaciones
para trabajar en campanas de flujo laminar, limpieza y saneamiento de areas.

El fabricante debe emprender las pruebas de esterilidad lo antes posible y leer los
resultados después de haber expedido el producto. Sobre el fabricante de
radiofarmacos recae la total responsabilidad de asegurarse por todos los medios
posibles de la validez de su método de esterilizacion, lo que puede abarcar el empleo
de indicadores bioldgicos o quimicos, asi como la comprobacién meticulosa y frecuente
de método [42].

b) Determinacion de endotoxinas bacterianas (MGA 0316)

Las endotoxinas de bacterias Gram negativas, son la causa mas comun de reacciones
tdxicas asociadas a la contaminacion de productos farmacéuticos y articulos médicos.
Las exotoxinas son lipopolisacaridos cuya actividad es mayor que la de otras
substancias pirogénicas de estructura diferente.

La fuente mas comun de pirdgenos es el agua, los productos quimicos y el material de
vidrio, por lo que se recomienda el uso de las soluciones estériles recientemente
preparadas, reactivos de alta pureza, material despirogenizado y una correcta
metodologia de trabajo.

La presencia de endotoxinas bacterianas produce diversos sintomas como fiebre,
escalofrio, malestar, leucopenia, dolor en las articulaciones, dolor de cabeza, rubor,
dilatacion de las pupilas y transpiracion. Las reacciones pirogénicas se manifiestan en el
paciente entre los 30 minutos y las 2 h después de su administracion.

Los método usuales para la determinacidn de pirdgenos son el método in vitro usando
el lisado de amebocitos de Limulus polyphemus (L.A.L), oficialmente conocido como
prueba de endotoxinas bacterianas (MGA 0316).

La sensibilidad del método se expresa en unidades de endotoxina (UE). El limite de
endotoxina aceptado para administracién parenteral (excepto para intratecal) es de
5 UE/kg, siendo 0.2 UE/kg para administracion intratecal. Para productos
radiofarmacéuticos que no se administran por via intratecal, el limite se calcula
mediante la siguiente formula:

Limite de endotoxina = 175/V

La prueba de pirdgenos debe resultar negativa para todas las muestras ensayadas,
entendiéndose una muestra negativa como aquella en que la concentracién de
endotoxina esta por debajo de 175 UE/dosis para radiofarmacos. Para frascos
accesorios la muestra debe contener menos de 0.125 UE/mL [1].
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c) Estabilidad

La estabilidad es la capacidad de un farmaco o un medicamento de permanecer dentro
de las especificaciones de calidad establecidas, en el envase que lo contiene durante su
periodo de vida util [1,43].

La naturaleza particular de los radiofarmacos exige establecer un periodo de utilizacion
o una fecha de caducidad, pasada la cual no se recomienda su empleo. Por esta razon,
todos los radiofarmacos tienen una fecha de expiracion luego de la cual no podran ser
utilizados.

El objetivo de los estudios de estabilidad, es proporcionar evidencia documentada de
cémo la calidad de un farmaco o un medicamento varia con el tiempo, bajo la influencia
de factores ambientales como: temperatura, humedad o luz. Los estudios permiten
establecer las condiciones de almacenamiento, periodos de reanalisis y vida util.

El periodo de tiempo aprovechable comienza en la fecha y hora en la cual se expresa la
radiactividad en la etiqueta y se especifica en dias, semanas o meses. Para los
radionuclidos de vida mas larga, el periodo de utilizaciéon no excede de seis meses.
Dicho periodo depende de la estabilidad radioquimica y de la cantidad de impurezas
radionucleidicas de larga vida que contenga la preparacién. En la fecha de caducidad, la
radiactividad habra descendido de tal modo que la que conserva resulta ya insuficiente
para los fines a los que se destina. Ademas la descomposicion quimica y radioquimica
pueden haber reducido la pureza radioquimica hasta limites inaceptables. Por otra
parte, es posible que el contenido de impurezas radionucleidicas sea tal que la dosis de
radiaciones resulte excesiva para el paciente.

En radiofarmacia industrializada se debe llevar a cabo un programa anual de estabilidad
de acuerdo a lo indicado en la NOM-073-SSA1-2005 “Estabilidad de farmacos vy
medicamentos” o vigente, aplicando lo referente a la forma farmacéutica
correspondiente [1,43].

Se debe elaborar un protocolo de estabilidad que indique como minimo los siguientes
parametros:

Nombre del farmaco o medicamento.

Forma farmacéutica.

Presentacion y concentracion.

Tipo, tamafo y nimero de lotes.

Descripcion sistema contenedor-cierre.
Condiciones del estudio.

Tiempos de muestreo y analisis.

Parametros de prueba.

Especificaciones de estabilidad.

Referencia de los métodos analiticos por parametro y su validacion, si procede.
Disefo reducido de analisis, cuando se justifique.
Nombre y firma del responsable sanitario.

VVVVVVVVYVYY
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El informe del estudio debe contener:

> Nombre del fabricante del (los) farmaco (s) y/o del medicamento.

> Nombre del farmaco o medicamento.

> Forma farmacéutica, presentacion y concentracion.

> Numero y tamafo del (los) lote(s) y fecha de fabricacion.

> Descripcion del sistema contenedor-cierre.

> Datos analiticos tabulados por condicion de almacenamiento y fecha de inicio y
término del estudio.

» Cromatogramas o espectrogramas representativos de los lotes en estabilidad al
inicio y al fin del estudio, si procede.

» Conclusiones.

> Propuesta del periodo de caducidad.

» Nombre y firma del responsable sanitario.

» Para medicamentos con farmacos nuevos, durante los estudios clinicos de fase

I, I, III el fabricante debe demostrar la estabilidad del material clinico hasta el
tiempo maximo de duracion del estudio.

d) Afinidad bioldgica

Algunos radiofarmacos incluyen el marcado de anticuerpos y péptidos, los que
requieren controles que garanticen su inmunoreactividad o reconocimiento a receptores
especificos.

El reconocimiento bioldgico de un nuevo radiofarmaco al receptor especifico o blanco
molecular seleccionado, debe ser caracterizado en términos de unidn especifica, union
a proteinas no blanco (unién inespecifica), farmacocinética y metabolismo. Las pruebas
para evaluar la union especifica del radiofarmaco al receptor se realizan utilizando
membranas celulares o células que sobre-expresen el receptor en estudio. Los dos
principales tipos de pruebas de union a receptores especificos son los ensayos por
competencia y saturacion [44].

e) Prueba de seguridad general (MGA 0795)

Histéricamente las guias internacionales para los ensayos clinicos en oncologia
recomiendan una dosis-masa inicial en fase I de un décimo de la dosis-masa que causa
toxicidad severa o muerte a un 10 % de los animales estudiados (generalmente
roedores) para asegurar que esta dosis-masa no causara toxicidad severa e irreversible
en otras especies de mamiferos diferentes a roedores [45,46].

En los estudios de dosis Unica (también llamados microdosis ) se administran dosis
subfarmacoldgicas o farmacoldgicas a un numero limitado de pacientes o voluntarios
sanos, una “microdosis” estd definida como una centésima parte (1/100) de la dosis
requerida para producir el efecto farmacoldgico.

Los factores que determinan la cantidad de dosis absorbida de radiacién por un tejido
blanco no son efectos farmacoldgicos. Se llaman terapéuticos porque la energia
depositada por unidad de masa (J/Kg=Gray=Gy) pueden producir ablacién o
disminucion de un tejido maligno por un efecto fisico y que en todos los radiofarmacos
sera siempre el mismo: la dosis absorbida de radiacion.
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La prueba de seguridad general permite detectar cualquier toxigenicidad inesperada e
inaceptable que pudiera haberse introducido durante su manufactura o que se hubiese
desarrollado durante el almacenamiento del producto. Esta toxigencidad se distingue de
la toxicidad intrinseca.

Debe usarse para la prueba ratones sanos (preferiblemente de una cepa conocida por
ejemplo: la cepa BALB/c). El dia de la prueba, seleccionar cinco ratones que pesen
entre 18 g y 25 g. Administrar, a cada uno de los ratones la dosis de prueba apropiada
por la via de eleccion.

Observar los animales durante 48 h, anotar la mortalidad a las 24 h y 48 h. Si al final
del periodo de observacion todos los animales sobreviven, la muestra pasa la prueba de
seguridad. Si uno o mas ratones mueren, repetir la prueba usando otros diez ratones
que pesen 19.5 a 20.5 g, el farmaco pasa la prueba de seguridad en el caso de haber
sido necesaria una repeticion y si el niUmero total de ratones muertos no excede del
10 % del total de ratones utilizados [47].

f) Etiquetado

Se define a una etiqueta como todo marbete, rétulo, inscripcidn, marca o imagen
grafica que se haya escrito, impreso, estarcido, marcado, marcado en relieve o en
huecograbado, adherido o precintado en cualquier material susceptible de contener el
dispositivo médico incluyendo el envase mismo.

Las etiquetas de los radiofarmacos deben cumplir con lo establecido en la Ley General
de Salud [48], el Reglamento de Insumos para la Salud [49] y la NOM-137-SSA1-2008
o version vigente [50]. En el envase primario debe contener la siguiente informacion:

» Nombre comercial del producto.

> Numero de registro otorgado por la Secretaria de Salud.

> Nombre y direccidn del fabricante:marca o logotipo, razon social o nombre y
domicilio comercial del fabricante y distribuidor registrados ante la Secretaria.

» Radiactividad total existente en la fecha y hora que se indican (cuando el tiempo
de vida media es superior a 30 dias, basta con especificar la fecha).
> La fecha de caducidad y el periodo de utilizacion.
> Numero de lote.
> En el caso de una solucion, el volumen total de la misma.
> Condiciones de conservacion.
a) Congelacién: inferior a 0 °C.
b) Refrigeracion: entre 2 y 8 °C.
c) Fresco: entre 8 y 15 °C.
d) Temperatura ambiente: entre 15y 30 °C.
> Leyenda “Peligro, material radiactivo para su uso exclusivo en medicina”.
> Indicacién de los radionuclidos.
> Vida media.
» Tipo de radiaciones que emiten.
> Logotipo internacional para indicar materiales radiactivos.
» Indicaciones de uso dentro de laboratorio o gabinete.
> Técnica para su empleo.
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2.5.2 Pruebas fisicoquimicas

Aseguran el contenido y la potencia del radiofarmaco, indicando el nivel de
radionuclido, impurezas radioguimicas, pH, la fuerza idnica, la osmolaridad, y el estado
fisico de la muestra particularmente si es un coloide.

a) Inspeccion visual

Se consideran particulas a las sustancias extranas moviles, que no sean burbujas de
aire, originadas en forma aleatoria, que no pueden ser cuantificadas por analisis
quimico por la pequena cantidad de material que representan y por su composicion
heterogénea. Las soluciones inyectables, incluyendo a las soluciones reconstituidas a
partir de sdlidos esteriles y destinadas para uso parenteral, no deben contener
particulas extrafias que puedan detectarse por simple inspeccion visual.

Se recomienda efectuar la observacion directa del producto marcado interponiendo un
vidrio plomado o indirectamente a través de un espejo, cualquier desviacién del color y
claridad de una solucién debe ser analizada exhaustivamente, ya que puede reflejar
cambios en el radiofdrmaco que podria eventualmente alterar su comportamiento
bioldgico.

b) Determinacion de pH

Todos los radiofarmacos deben poseer una concentracién apropiada de iones
hidrégeno, para su estabilidad e integridad. El pH ideal para su administracién
endovenosa debe ser alrededor de 7.4 (pH de la sangre), aunque puede variar de
2 a 9, debido a la alta capacidad reguladora de la sangre. Este criterio no es valido
para la via de administracion intratecal. En el caso de radiofarmacos preparados a nivel
Radiofarmacia Hospitalaria, la evaluacidon colorimétrica con papel pH, es el método de
eleccién.

c) Determinacion de la pureza radionucleidica

El método mas utilizado para examinar la pureza radionucleidica en los emisores
gammas es la espectrometria gamma.

En el caso particular del eluato de un generador de *Mo/*™Tc se deberd verificar la
ausencia de *°Mo. El método comlnmente utilizado a nivel de Radiofarmacia
Hospitalaria es por atenuacién gamma en un calibrador de dosis. La presencia de
impurezas radionucleidicas puede causar error de dosificacion, incremento de radiacion
absorbida y/o error diagnostico.

d) Determinacion de la pureza radioquimica

La pureza radioquimica puede estudiarse mediante diversas técnicas, pero tienen
particular importancia la cromatografia de liquidos en papel, en capa delgada, en capa
delgada instantanea y la cromatografia de liquidos de alta resolucién (MGA 0241).

1) Cromatografia Instantanea en Capa Fina: por lo general es microfibra de vidrio
impregnada de gel de silice (SG) o acido polisilicico (SA). Después de terminar la
separacion, se determina la distribucion de la radiacitvidad en el cromatograma.
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La cromatografia se lleva a cabo introduciendo el soporte en un recipiente que
contenga el disolvente indicado en la monografia correspondiente. En este tipo de
cromatografias cada componente de una determinada muestra es caracterizada por un
valor de Rf, el cual se define como la relacién de la distancia recorrida por cada
componente y la distancia recorrida por el disolvente.

Algunas consideraciones deberan ser observadas antes y durante la realizacién de los
cromatogramas:

> La gota de la muestra debe ser pequefia (1 a 5 yL).

> El soporte cromatografico debe estar en dptimas condiciones para ser usado
(control de humedad si es silica gel, que no esté dafiado, quebrado, doblado).

> El o los disolventes que compongan la fase moévil deben ser de alta pureza,
teniendo especial precaucion en absorcion de humedad o descomposicién por
efecto de la luz.

Después de la adicidn de la gota, se introduce el soporte en el recipiente que contiene
el disolvente, tomando precaucion que solamente la parte inferior de la tira, debajo del
punto de aplicacién, entre en contacto con el disolvente y que los bordes de la tira no
contacten el recipiente.

Cuando el disolvente migra hasta la distancia deseada, se remueve la tira, se seca y se
mide la radiactividad en un radiocromatografo, bajo la gammacamara o se corta en
segmentos y se mide la radiactividad en un contador de centelleo tipo pozo.

2) La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) es una técnica de
separacién que implica la transferencia de masa entre la fase estacionaria y mdvil,
utiliza una fase liquida mdvil para separar los componentes de una mezcla. La fase
estacionaria puede ser un liquido o una fase sdlida. Estos componentes se disuelven
primero en un disolvente, y luego fluyen a través de una columna cromatografica a una
presion elevada. En la columna, la mezcla se separa en sus componentes.

La migracion diferencial del HPLC es resultado del equilibrio de distribucion de los
componentes de una mezcla movil entre la fase estacionaria y la fase movil. Dichos
componentes se separan en la columna y al salir de ésta son conducidos por la fase
movil en el orden en que emergieron, hacia un detector donde se registra una
respuesta proporcional a su cantidad sus concentraciones y sus tiempos de retencion
en la columna. El cromatograma resultante muestra cada compuesto que sale de la
columna en forma de picos simétricos con un tiempo de retencidn caracteristico por lo
que este tiempo puede emplearse para identificar el compuesto. Este tiempo de
retencion (t,) se mide desde el momento de la inyeccion de la muestra, hasta el
momento en que aparece el maximo del pico en el cromatograma [1].

La elucion de una muestra se puede realizar de dos maneras:

> Isocratica: cuando no se modifica la composicion de la fase mdvil durante el
analisis

> Con gradiente: cuando la composicion de la fase mdvil varia durante la corrida.
En este caso se utilizan dos o mas disolventes de diferente polaridad y se
programa con cambios en su proporcidon, en forma continua o escalonada,
segun la naturaleza de la muestra.
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2.6 Liofilizacion

Liofilizacion o secado por congelacion es un proceso de secado, en el cual el agua se
sublimada directamente de un material previamente congelado; esta técnica se aplica
cuando el producto en solucién es quimico, bioldgico o térmicamente inestable en las
condiciones normales de almacenaje [51].

Las ventajas de este proceso son la relativa facilidad de procesar un liquido, la
estabilidad mejorada de un polvo seco y, a menudo, rapida disolucién que ocurre
después de la reconstitucion (rehidratacion) de la “pastilla” liofilizada.

Para fabricar un producto liofilizado con reconstitucién perfecta es muy importante el
control del proceso.

La liofilizacién exitosa depende del conocimiento acerca del comportamiento del
producto y sus condiciones de manufactura; asi cualquier aditivo, agente formador
(relleno), estabilizador, entre otros, altera las caracteristicas de congelacion y por tanto
las condiciones de liofilizacion al ser aplicadas; la solucion que se liofilizara debe ser
formulada de modo que la “pastilla” obtenida después de secar tenga las siguientes
caracteristicas:

> Invariable con respecto a su actividad bioldgica, al ser reconstituida.

> Disolucidn rapida al ser reconstituida.

> Suficientemente fuerte (compacta) para prevenir el agrietamiento y la
pulverizacion.

» Color uniforme.

> Invariable con respecto a su forma y tamafio comparada con la masa congelada
de la cual provino.

Los aspectos mas importantes del proceso de liofilizacién, que podrian afectar las
caracteristicas como morfologia, cristalinidad, actividad bioldgica y reconstitucion, son
las propriedades coligativas del o los ingredientes activos (que tienen accién
farmacoldgica), el o los excipientes (sin accidén farmacoldgica), las caracteristicas de la
etapa de congelacion, la velocidad de liofilizacion (sublimacion), de los cambios de
temperatura en todas las etapas del proceso y el contenido final de humedad en la
“pastilla” liofilizada; determinara clal de estos parametros merecen atencidn
dependiendo de la naturaleza del material a ser liofilizado.

El proceso de liofilizacién puede dividirse en tres etapas principales: cogelacién, secado
primario y secado secundario [52-55].

2.7 Buenas Practicas de Manufactura

Las Buenas Practicas de Manufactura (BPM) son parte del aseguramiento de la calidad
que garantiza que los productos son controlados y fabricados consistentemente de
acuerdo a los estandares de calidad apropiados para cumplir con el fin para el que
fueron disefiados y como es requerido para que se autorice su comercializacion [4].

Las Buenas Practicas de Manufactura en Radiofarmacia Industrial comprenden la
preparacién y manejo de radiofarmacos y combinan los principios de las BPM's y
aspectos relacionados con proteccion radioldgica. Su objetivo principal es asegurar la
calidad de los radiofarmacos antes de su administraciéon en un ser humano.
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La radiofarmacia industrializada es aquella que produce radiofarmacos y precursores
(radiactivos y no radiactivos) para su distribucion comercial. Es necesario tomar en
cuenta que muchos radiofarmacos se fabrican en lotes pequefios y que por su corta
vida media se liberan antes de realizar determinadas pruebas de control de calidad, por
lo que adquiere mucha importancia poseer un sistema de aseguramiento de la calidad
en proceso de evaluacion continua [1].

La produccion industrializada de radiofarmacos debera estar debidamente autorizada
por las autoridades sanitarias y de proteccién radioldgica competentes. Cada producto
debe tener su registro sanitario de acuerdo a la normatividad vigente [1].

2.7.1 Buenas Practicas de Validacion

Dentro de las BPM se encuentra la validacién de procesos, que es el establecimiento de
la evidencia documentada que provee un alto grado de seguridad de que un proceso
especifico producira consistentemente un producto que cumplirda con sus
especificaciones y atributos de calidad preestablecidos y, por lo tanto, asegura la
eficiencia y efectividad del producto [56]. Los estudios de validacién aplican a métodos
analiticos, equipos, sistemas criticos (agua, aire, vapor) y procesos, como pueden ser
de manufactura, esterilizacién, liofilizacion, llenado aséptico, entre otros. Al mismo
tiempo, los estudios de validacion verifican que el desempeio del sistema se mantenga
bajo control en condiciones de operacién extremas [4]. Un proceso exitosamente
validado puede reducir la dependencia de las pruebas durante el proceso y de producto
terminado [56-59].

La validacion se define como la evidencia documentada que proporciona un alto grado
de certeza que un proceso, procedimiento, método, equipo o sistema producira
consistentemente un producto o resultado dentro de especificaciones previamente
establecidas.

2.7.1.1 Tipos de validacion

La validacidon de procesos se puede establecer a través de diferentes tipos de
validacion: validacion prospectiva, validacién concurrente o validacion retrospectiva [1].

En este caso, se pretende validar el proceso de produccidn del precursor liofilizado no
radiactivo (HYNIC-RGD-Sn) del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],. El tipo
de validacién de eleccion es la validacidon prospectiva, que es aquella en la que se
ejecuta y documenta un protocolo de prueba previamente autorizado, el cual es
elaborado para demostrar que un proceso se desempefa de acuerdo a su diseno,
previo a la manufactura de un producto. Se empleara este método debido a que es el
método de validacién mas controlado.

2.8 Legislacion sanitaria

El registro sanitario, en los términos de la Ley General de Salud (Articulo 368), es una
autorizacion sanitaria, con la cual deberan contar los medicamentos, estupefacientes,
substancias psicotropicas y productos que los contengan; equipos médicos, protesis,
ortesis, ayudas funcionales, agentes de diagnéstico, insumos de uso odontoldgico,
materiales quirdrgicos, de curacidon y productos higiénicos, estos Ultimos en los
términos de la fraccion VI del articulo 262 de la Ley General de Salud.
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Los dispositivos médicos también denominados insumos para la salud, pueden abarcar
desde un guante de latex para cirujano (material de curacion), pasta para blanquear
los dientes (insumo odontoldgico), equipo para ultrasonido (equipo médico) hasta un
implante (ayuda funcional) se utilizan para prevenir, diagnosticar o sustituir el
funcionamiento de alguna parte del cuerpo. Estos requieren contar con Registro
Sanitario para poder ser fabricados, distribuidos, comercializados o usados en nuestro
pais; este registro es la autorizacion que el Gobierno Federal otorga una vez que el
solicitante ha demostrado ante evidencias documentadas que el producto es seguro,
eficaz y de calidad.

2.8.1 Requisitos y lineamientos para la obtencion del Registro Sanitario

Para obtener el registro de dispositivos médicos se debe cumplir con las Buenas
Practicas de Fabricacién conforme a la legislacién sanitaria vigente.

Se debe presentar la solicitud en el Formato General de Solicitudes, adicionando el
pago de derechos correspondiente de acuerdo a la clasificacion con base al riesgo
sanitario del producto conforme a la Ley Federal de Pago de Derechos.

Adicionalmente se debe presentar copia del aviso de funcionamiento del
establecimiento y del aviso del responsable sanitario.

Para el caso de dispositivos médicos que utilizan fuentes de radiacién, ademas de lo
anterior, presentar copia de la licencia correspondiente expedida por la Secretaria de
Energia (Comisién Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardas).

Se debe presentar el expediente con la informacion cientifica y técnica en idioma
espafol que describa las caracteristicas del dispositivo médico y demuestre la
seguridad y eficacia del mismo asi como la documentacion legal correspondiente
conforme a los siguientes lineamientos:

1) Informacién General, que incluya al menos:

Nombre genérico.

Nombre comercial.

Forma fisica o farmacéutica.

Presentaciones.

Finalidad de uso.

La categoria y clasificacion con base al nivel de riesgo sanitario.

YVVVYYVYY

2) Listado de accesorios, para el caso de registro de equipos se puede incluir el
listado de accesorios que se suministren con el mismo para que sean incluidos
en el oficio de registro.

3) Etiqueta, presentar por duplicado proyecto de etiqueta o contra etiqueta
(marbete) con la informacién minima obligatoria en espafiol, de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana vigente y demas disposiciones aplicables.

4) Instructivo de Uso, para aquellos dispositivos médicos que requieran de
instrucciones detalladas para su buen uso o funcionamiento y que no requieran
de un manual de operacién como tal, se debe presentar por duplicado ejemplar
que contenga la siguiente informaciéon dependiendo del tipo de producto:
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Descripcion del producto.

Listado de componentes o partes del producto, segun corresponda.
Finalidad de uso.

Condiciones de conservacion y almacenamiento, cuando aplique.
Precauciones.

Preparacién, cuando aplique.

Advertencias y leyendas alusivas correspondientes.

Contraindicaciones, cuando aplique.

Eventos adversos, cuando aplique.

Para medios de contraste, se debe indicar la via de administracion, la
forma farmacéutica y el contenido del ingrediente activo por unidad de
dosis.

VVVVVYVYVVYYVYY

5) Manual de Operacién, para equipos o instrumentos que requieran de
instrucciones detalladas para su buen uso o funcionamiento.

6) Descripcion o diagrama de los componentes funcionales, partes y estructura.

7) Declaracion de férmula cuali-cuantitativa por unidad de medida, dosis o
porcentual, para productos formulados, incluyendo todos los ingredientes del
producto, debidamente firmada por el responsable de la calidad del fabricante
en el pais de origen, o por el responsable sanitario del establecimiento.

8) Materias primas. Para implantes, medios de contraste, agentes de diagndstico
que se administran directamente al paciente (in vivo) y agentes de diagndstico
con isotopos radiactivos e inyectables, el solicitante de registro debe
proporcionar la siguiente informacion relacionada con los ingredientes activos y
aditivos empleados en la fabricacion del producto: ingredientes activos y
aditivos.

9) Informacién técnica y cientifica que soporte las caracteristicas de atoxicidad,
seguridad y eficacia del dispositivo médico, para aquellos productos que por sus
condiciones de uso, funcion o permanencia en el organismo asi lo requieran.

10) Informacion sobre el control del producto terminado.

11) Estudios de estabilidad. Para aquellos dispositivos médicos que por sus
caracteristicas y finalidad de uso requieran de ostentar una fecha de caducidad,
se debe presentar el resumen que contenga las determinaciones a evaluar y las
conclusiones de los estudios de estabilidad en el envase primario propuesto.
Dicho resumen debera estar revisado y firmado por el responsable de la unidad
de calidad del fabricante o por el responsable sanitario del establecimiento
solicitante del registro sanitario en México.

12) Reportes de tecnovigilancia (vigilancia de la seguridad de dispositivos médicos).
Se debe presentar la informacién disponible sobre eventos adversos que se
hayan presentado durante su comercializacién o uso.
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3. Justificacion

En México el cancer de mama se ha convertido en un problema de salud publica y un
serio desafio para el sistema de salud, colocandose como la segunda causa de muerte
en mujeres de 30 a 54 anos solo detras de la diabetes mellitus. Ademas de las graves
implicaciones que supone la sobrevida de las pacientes, retrasar la deteccién genera
también serias presiones sobre el sistema de salud.

Varios enfoques sobre el cancer y la inhibicidén de la angiogénesis en tumores inducidos
se basan en el desarrollo de péptidos que contienen la secuencia de aminoacidos
Arg-Gly-Asp (RGD), este péptido se ha marcado con '''In, ?°Y, *™Tc, 21, **Cu y ®F
[60]. Se han realizado estudios comparativos entre el mondmero, dimero y tetrdmero
del RGD unido a una molécula de HYNIC para ser marcado con *™Tc empleando tricina
y TPPTS como coligante [61].

Decristoforo et.al., 2006 [62] realizaron un estudio comparativo en donde el péptido
RGD fue marcado con *™Tc empleando HYNIC y EDDA, Tricina, trifenilfosfin 3,3",3" -
trisulfonato (TPPTS) y acido nicotinico como coligantes. La investigacion de este
radiofarmaco es reciente, lo cual deja un amplio campo para su investigacion.

En el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares se desarrolld una preformulacién
del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], para imagen /in vivo de integrinas

a\/B:’,.

Dado que la preformulacién se encuentra desarrollada, se requiere la transferencia de
una formulacion farmacéutica liofilizada eficaz, estable y segura mediante un
procedimiento validado a la planta de produccidon de radiofarmacos del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares, de manera tal que sea posible aplicar un
procedimiento de produccidon que permita, entre otros requisitos la obtencién de su
registro sanitario, indispensable para la distribucion de este tipo de formulaciones
farmacéuticas a los distintos centros de medicina nuclear molecular dentro y fuera del

pais [1].
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4. Hipotesis

La preparacion de *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], a partir de una formulacion
farmacéutica liofilizada (HYNIC-RGD-Sn), estable y segura permitira la deteccion eficaz
de la sobre-expresion de integrinas a,f3; en pacientes con cancer de mama mediante la
obtencion imagenes por técnicas de medicina nuclear molecular.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Optimizar el proceso de produccién de una formulacion farmacéutica liofilizada para la
preparacion del radiofarmaco " Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], que se una
especificamente a las integrinas o3 para ser empleada en los gabinetes de medicina
nuclear en la obtencién de imagenes gammagraficas para la deteccion oportuna de
cancer de mama.

5.2 Objetivos especificos

a) Optimizar el proceso de fabricacién de la formulacidon farmacéutica liofilizada
(HYNIC-RGD-Sn), mediante la evaluacion de lotes piloto.

b) Escalar y validar el lote de la formulacion farmacéutica liofilizada
(HYNIC-RGD-Sn) y establecer especificaciones de liberacion.

c) Transferir el proceso de fabricacion de la formulacidon farmacéutica liofilizada
(HYNIC-RGD-Sn) a la planta de produccién de radiofdrmacos del Instituto
Nacional de Investigaciones Nucleares.

d) Elaborar protocolos e informes de validacion para la formulacion farmacéutica
liofilizada (HYNIC-RGD-Sn).

e) Elaborar protocolo e informe de estabilidades de la formulacion farmacéutica
liofilizada (HYNIC-RGD-Sn).

f) Ejecutar protocolos de estabilidades y validacion de la formulacién farmacéutica
liofilizada (HYNIC-RGD-Sn).

g) Evaluar la afinidad por el receptor a3 del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],, mediante ensayos de competencia in vitro.

h) Evaluar la seguridad del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],
preparado a partir de la formulacién liofilizada optimizada de acuerdo al Método
General de Anadlisis (MGA) 795 de la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos vigente.

i) Evaluar el radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], preparado a partir de
la formulacidon liofilizada optimizada para la obtencion de imagenes
gammagraficas de pacientes con cancer de mama y tumores C6 inducidos en
ratones atimicos.

j) Integrar el expediente legal del producto, de acuerdo a la normativa establecida
para agentes de diagndstico.

k) Solicitar el registro sanitario a la Comisidon federal para la proteccion contra
riesgos sanitarios.
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6. Metodologia

6.1 Diagrama de flujo
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6.2 Procedimiento

6.2.1 Anadlisis de materias primas empleadas en la fabricacion del
nucleo-equipo HYNIC-RGD-Sn

Se realizd el andlisis farmacopéico (FEUM 10° ed) de manitol y para el resto de los
componentes de la formulacidn se realizd el analisis de acuerdo a los procedimientos
establecidos en cada caso; se solicitd el certificado de liberacion al Responsable
Sanitario.

Los componentes de la formulacion liberados se utilizaron para la fabricacién de los
nlcleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn.

6.2.2 Optimizacion del proceso de fabricacion del nicleo-equipo
HYNIC-RGD-Sn

Para encontrar la combinacion de niveles de los factores que producen un valor 6ptimo
de la variable dependiente (pureza radioquimica), se establecié un disefio factorial de 4
variables (2x2x2x3).

Se evaluaron lotes piloto (10% del tamafio de lote a validar), con el fin de optimizar las
condiciones de produccidn. Las variables evaluadas se definen en la Tabla 2:

Tabla 2. Diseo factorial experimental para la seleccion de la formulacion dptima para
la formacién del radiofarmaco **™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1,.

Variable independiente | Nivel Valor
SnCl, 2 10 ug, 20 ug
Tiempo de incubacion 3 10 min, 20 min,30 min
Manitol 2 25 mg, 50 mg
Réplicas 2 Réplica 1, Réplica 2

En la Tabla 3 se muestran las diferentes combinaciones del disefio factorial 2x2x2x3. El
numero total de combinaciones fue de 24. Los resultados de pureza radioquimica
obtenidos se evaluaron mediante un analisis de varianza para conocer la contribucion
de cada variable.

La pureza radioquimica del complejo **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se realizd por
HPLC.
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Tabla 3. Tratamientos del diseno factorial experimental en la seleccion de la

formulacidn dptima del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

Tratamiento Contenido Contenido Tiempo de Réplica
SnCl, (ng) manitol (mg) | incubacion (min)
1 10 25 10 1
2 10 25 10 2
3 20 25 10 1
4 20 25 10 2
5 10 25 20 1
6 10 25 20 2
7 20 25 20 1
8 20 25 20 2
9 10 25 30 1
10 10 25 30 2
11 20 25 30 1
12 20 25 30 2
13 10 50 10 1
14 10 50 10 2
15 20 50 10 1
16 20 50 10 2
17 10 50 20 1
18 10 50 20 2
19 20 50 20 1
20 20 50 20 2
21 10 50 30 1
22 10 50 30 2
23 20 50 30 1
24 20 50 30 2

6.2.3 Evaluacion de la pureza radioquimica

6.2.3.1 Obtencion de la solucion de *°™TcO,Na

La solucion estéril y libre de endotoxinas bacterianas de pertecneciato de sodio se
obtuvo de un generador (*°Mo/**™Tc) Getec-ININ.

1.

2.

vk

Se tomd un frasco con eluyente (NaCl al 0.9 %) al cual se le desprendid el
centro de la retapa de aluminio y se limpid el centro con alcohol.

Se retird el frasco protector de la cavidad menor del generador y se colocd en
su lugar el frasco con solucion eluyente con la presion suficiente para que la
aguja del generador penetre en el frasco de eluyente.

Se retird el frasco protector de la cavidad mayor del generador y en su lugar se
colocd un frasco al vacio dentro de un blindaje de plomo.

La elucion es evidente por el burbujeo constante en el vial de solucién salina.
Cuando la elucién termind se retird el eluato de pertecneciato de sodio (vial con
blindaje de plomo).

La actividad del eluato se midid en un calibrador de dosis (camara de
ionizacion).
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6.2.3.2 Evaluacion de la pureza radioquimica

El andlisis por cromatografia de alta resolucion se realizd con un sistema Waters®
usando software Millenium® un detector de diodos UV-photodiode y un detector de
radiactividad. Columna pBondapak C-18 (3.9 X 300 MM) con un flujo de 1 mL/min
usando el sistema de gradientes que se describe en la Tabla 4.

Tabla 4. Sistema de gradientes empleados en la evaluacion de pureza
radioquimica por HPLC.

Tiempo Flujo % %
(min) | (mL/min) | acetonitrilo | agua
0 1 0 100
3 1 0 100
10 1 50 50
20 1 50 50
23 1 70 30
27 1 0 100
30 1 0 100

6.2.4 Analisis de materias primas

El andlisis de los aditivos que cuentan con una monografia en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos edicion vigente, (Manitol, EDDA, Fosfato de sodio dibasico y
Fosfato de sodio monobasico) se realizd de acuerdo al procedimiento establecido en
cada monografia, a fin de obtener el certificado analitico. Dichos analisis se realizaron
con el apoyo de la Gerencia de Ciencias Basicas en el departamento de Quimica del
ININ.

Se realizaron pruebas de identidad de grupos funcionales para las materias primas que
no cuentan con una monografia farmacopéica.

6.2.5 Escalamiento del lote

La formulacion optimizada se escald a un tamano de 40 viales, de acuerdo al siguiente
procedimiento:

1. Preparacion de la solucion HYNIC-RGD

a) Se disolvié 1 mg de HYNIC-RGD en 200 pL de etanol al 10 %.
b) Se agregaron 800 uL de agua inyectable previamente nitrogenada para llevar a
1 mL.

2. Preparacion de la solucién de Acido etilendiamino-N, N’-diacético (EDDA).

a) Se pesaron 400 mg de EDDA.

b) Se disolvieron los cristales de EDDA en 20 mL de agua inyectable previamente
nitrogenada, mediante agitacion y calentamiento a una temperatura entre
70-75 °C hasta su completa disolucion.

c) Se dejo enfriar la solucidén a temperatura ambiente.

Salvador Sanchez Rodriguez 28



“OPTIMIZACION DEL PROCESO DE FABBICACI(')N DE UNA FORMULACION LIOFILIZADA PARA LA
OBTENCION DEL RADIOFARMACO *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],"

3. Preparacion de la solucién de Tricina-Manitol.

a) Se pesaron 800 mg de tricina.

b) Se pesaron 2.0 g de manitol.

c) Se disolvieron los cristales de tricina y manitol en 19 mL de agua inyectable
previamente nitrogenada mediante agitacion hasta su completa disolucion.

4. Preparacion de la solucion de EDDA-tricina-manitol.
a) Se agregd lentamente la soluciéon de EDDA a la solucién de Tricina-Manitol.
5. Preparacion de la solucién de SnCl,.

a) Se pesaron 10 mg de cloruro estanoso anhidro en un vial limpio y seco.

b) Se disolvieron los cristales de cloruro estanoso con 20 pL de HCl concentrado.

c) Se afadieron 10 mL de agua inyectable previamente nitrogenada durante al
menos 15 min y homogenizar.

6. Preparacion de la formulacién de HYNIC-RGD-Sn.

a) Se agregd 1 mL de la solucion de HYNIC-RGD lentamente a la solucién de
EDDA-Tricina-Manitol.

b) Se agregd 800 pL de la solucién de SnCl, lentamente a la solucién de
EDDA-Tricina-Manitol y HYNIC-RGD.

c) Se midié el pH de la solucién final empleando el potencidmetro previamente
calibrado. El pH final de la solucién es 4.0-4.5.

7. Esterilizacion de la formulacion HYNIC-RGD-Sn.
Se esterilizd la solucién por filtracion en membrana Millipore de 0.22 pm.
8. Dosificacion de la formulacion de HYNIC-RGD-Sn.

a) La solucién se fracciond en volimenes de 1 mL en 40 frascos ampula de 10 mL
estériles y libres de endotoxinas bacterianas.

b) Se colocé el tapdn de elastomero estéril y libre de endotoxinas bacterianas a
cada frasco sin tapar totalmente.

9. Liofilizacion de la formulacidon de HYNIC-RGD-Sn.

a) La liofilizacion se realizd de acuerdo a las instrucciones internas. La duracion del
ciclo de liofilizacion fue de 24 h.

b) Durante el ciclo de liofilizacion se colocaron termopares calibrados en el
producto. Las graficas obtenidas se compararon contra las del ciclo establecido.
Dichas graficas se anexaron a la orden de produccidn correspondiente.

10. Preparacion del Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.0.

a) Se pesaron 2.3 g de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na,HPO,).

b) Se pesaron 620 mg de fosfato de sodio monobasico hidratado (Na,HsPO,4 H,0).
c) Se disolvieron mediante agitacion magnética y calentamiento.

d) El pH de la solucién se midié con un potenciémetro calibrado.
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e) La solucion se transfiri6 a un matraz volumétrico estéril y libre de endotoxinas
bacterianas de 100 mL y se aford con agua grado inyectable.

La solucion se esterilizd por filtracion a través de membrana Millipore 0.22 um y se
dosificd en volimenes de 5 mL en 20 frascos ampula de 10 mL estériles y libres de
endotoxinas bacterianas.

La orden de produccion fue aprobada por el Encargado de Produccién antes de que se
efectuara el proceso.

6.2.6 Fabricacion de Ilotes de validacion de nlcleo-equipos de
HYNIC-RGD-Sn

Se fabricaron tres lotes de producto segun la orden de produccion y el protocolo de
validacién previamente aprobados. En la fabricacion de los lotes, se mantuvieron las
mismas condiciones de produccidn que garanticen la reproducibilidad del proceso.

En cada lote se evaluaron controles de calidad, verificando las propiedades de
uniformidad de lote a lote.

Durante el desarrollo de la validacion del proceso se debe tener apego a las Buenas
Practicas de Manufactura, Buenas Practicas de Laboratorio y Buenas Practicas de
Documentacidn.

6.2.7 Estudio de estabilidad de los nicleo-equipos de la formulacion
farmacéutica liofilizada para la preparacion del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],

Los lotes de validacién se sometieron a pruebas de estabilidad de anaquel por un
periodo de un afo a partir de su fecha de produccién. Se evaluaron mensualmente los
siguientes parametros del liofilizado HYNIC-RGD-Sn y del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], obtenido a partir de la reconstitucién y marcado con
pertecneciato de sodio (*™TcO,Na) de la formulacién farmacéutica liofilizada:
apariencia del liofilizado, apariencia del radiofarmaco, color, pH, esterilidad al inicio y al
término del estudio siguiendo un disefio de analisis reducido por categoria, endotoxinas
bacterianas al inicio y término del estudio siguiendo un disefio de analisis reducido por
categoria; y pureza radioquimica siguiendo una analisis reducido factorial fraccionado.

Del estudio de estabilidad completo se obtendra la informacién necesaria para
proponer un periodo de caducidad tentativo.

Los estudios de estabilidad demostraron la conservacion de las caracteristicas de
identidad del producto que garantizan la seguridad, eficacia y calidad durante su
periodo de vida util.

Para la elaboracion del protocolo de estabilidades se tomd como referencia la Norma
Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2005 “Estabilidad de Farmacos y Medicamentos” [43].
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6.2.8 Control de calidad de nucleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn liofilizado

El control de calidad de los nucleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn se realiz tanto a la
formulacion ~ farmacéutica  liofilizada como al  radiofarmaco  obtenido
(™ Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],). A continuacion se describen las pruebas realizadas
a cada uno de ellos.

6.2.8.1 Parametros de control de calidad evaluados en la formulacion
farmacéutica liofilizada

a) Prueba de esterilidad (MGA 0381)

1. Bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar empleando una
jeringa estéril y libre de endotoxinas bacterianas se adiciona 1 mL del
liofilizado reconstituido a un tubo que contiene 10 mL de Medio de
Digerido de Soya Tripticaseina al 50 % y se homogenizo.

2. Bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar empleando una
jeringa estéril y libre de endotoxinas bacterianas se adiciona 1 mL del
liofilizado reconstituido a un tubo que contiene 10 mL de Medio Liquido
de Tioglicolato y se homogenizo

3. Una vez sembradas las muestras, fueron incubadas bajo las siguientes
condiciones durante 14 dias:

Medio Liquido de Tioglicolato 30-350C
Medio de Digerido de Soya Tripticaseina 20 - 25 °C

4. Se observé diariamente si existia o0 no proliferacién bacteriana, la cual es
evidenciada por el enturbiamiento del medio.

b) Prueba de determinacién de endotoxinas bacterianas por el método de L.A.L.
(MGA. 0316)

1. Tubo de prueba: bajo condiciones asépticas en campana de flujo
laminar empleando una jeringa estéril y libre de endotoxinas bacterianas
se adiciona 0.1 mL del liofilizado reconstituido a un tubo que contiene
0.1 mL del reactivo L.A.L. y se agita suavemente por 30 segundos
teniendo la precaucidon de no generar burbujas.

2. Control positivo: Bajo condiciones asépticas en campana de flujo laminar
empleando una jeringa estéril y libre de endotoxinas bacterianas se
adiciona 0.1 mL de la solucién “Agua control positivo” y se agita
suavemente por 30 segundos teniendo la precaucidn de no generar
burbujas.

3. Una vez preparadas las muestras incubar los tubos en reposo absoluto
dentro de la camara de incubacién a 37 °C + 1.0, durante 60 minutos.

4. Terminado el tiempo de incubacion observar los tubos evitando
cualquier movimiento brusco, en la Tabla 5 se muestra la interpretacion
de los resultados.

5. Registrar el resultado obtenido.
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Tabla 5. Interpretacion de resultados de la prueba de determinacion de endotoxinas

bacterianas (MGA 0316).

Prueba Método Observacion Resultado Interpretacion
Formacion gel firme, capaz Indica la presencia
de mantener su integridad de la endotoxina en

cuando se invierte 180° concentracion por lo
con un movimiento suave. menos igual a la
POSITIVO sensibilidad del
reactivo de LAL
multiplicada por la
dilucién con la que
Determinacion de FEUM se ensayo la
Endotoxinas bacterianas | MGA 0316 muestra.
Cuando en el tubo de La concentracion de
prueba hay ausencia de endotoxina en
gelificacion o la formacién concentraciones
de una masa viscosa que menores del umbral
no mantiene su integridad pirogénico puede
cuando se invierte 180° NEGATIVO | causar: floculacion,

con un movimiento suave.

granulacién o
aumento de la
viscosidad; tales
efectos se
consideran como
una prueba
negativa.

6.2.8.2 Parametros de control de calidad evaluados en el radiofarmaco
2mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],

6.2.8.2.1 Procedimiento de marcado de

liofilizada

la formulacion farmacéutica

La prueba se realizd como se describe a continuacion y se muestra en la Figura 5:

1. El frasco que contenia el reactivo liofilizado (HYNIC-RGD-Sn) se colocé en un
contenedor de plomo.
2. Se adiciond6 1 mL exacto del buffer de fosfatos 0.2 M pH 7 y se agitd por
aproximadamente 10 segundos.
3. Inmediatamente se adiciond, 1 mL exacto de solucién de *™TcO,Na (pertecneciato
de sodio), estéril y libre de endotoxinas bacterianas.
5. Se incubd en un bafio seco previamente calibrado a 92 °C durante 10 min.
6. Se dejo enfriar a temperatura ambiente.
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Figura 5. Esquema de preparacion del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..
6.2.8.2.2 Evaluacion de la pureza radioquimica

6. Con una pipeta automatica se colocaron 5 pL del radiofarmaco en el origen de cada
una de dos tiras de ITLC-SG (Cromatografia instantanea de capa delgada de silica gel).
7. Sin secar la muestra, se desarrollaron las cromatografias a un frente de 8 cm,
usando las fases moviles que se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Descripcion del sistema cromatografico para la determinacion de
pureza radioquimica del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]..

Fase movil
Especie quimica
P 9 2-butanona a':'f(’)t:i';‘)'l/ f;/ffétf:tlo \;1/‘\3/)
Rf 99mTc-EDDA/ HYNIC-E-[c(RGDfK)] 0,0 0,9-1,0
Rf #™Tc-coligante 0.0 0.0
Rf 99m TcO,4~ 0,9'1,0 0’9_1,0
Rf ®™Tc-reducido-hidrolizado 0,0 0.0

La pureza radioquimica debe ser mayor de 90 %. El compuesto no debe contener mas
del 10 % de impurezas radioquimicas (**™TcO4 6 *™Tc hidrolizado).

8. Las tiras se retiraron de los diferentes solventes y se dejaron secar.

9. Se cortaron en fracciones de 1 cm y se contd su actividad en un detector de
centelleo Auto In-V-tron® 4010.

6.2.8.2.3 Apariencia

Se evalub por andlisis visual de la solucion del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], obtenida a partir del ncleo-equipo HYNIC-RGD-Sn.
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6.2.8.2.4 pH

De la muestra marcada para determinacion de la pureza radioquimica, se tomé con una
jeringa una pequena porcion de la muestra y se depositd cuidadosamente sobre una
tira de papel indicadora de pH.

6.3 Afinidad del radiofarmaco *°™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], por la
proteina o3

La afinidad por la proteina o,fps; se determind mediante ensayos de competencia /in
vitro. La determinacion se realizé por triplicado.

El perfil de competencia se obtuvo cuantificando el porcentaje de unidén de una
concentracién constante de *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], que permanecié en la
muestra a medida que se le afiadieron concentraciones crecientes de
DOTA-E-(c[RGDfK]),, segun lo indicado en el siguiente procedimiento:

1. Se colocé 100 pL de la proteina o,B3 (150 ng/mL de Buffer de unién) en cada pozo
de la placa.

2. Se incubd a 4 °C por 17 h.

3. Las placas se lavaron 2 veces con Buffer de unién (200 pL).

4. Se adicionaron 200 uL de Buffer de bloqueo.

5. Se incubd a temperatura ambiente por 2 h.

6. Las placas se lavaron 2 veces con Buffer de unién (200 pL).

7. Se adicionaron 70 pL de *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], preparado a partir de la
formulacion farmacéutica liofilizada.

8. Se adicionaron 100 pL de cada una de las siguientes diluciones de
DOTA-E-(c[RGDfK]),, Tabla 7.

Tabla 7. Diluciones de DOTA-E-(c[RGDfK]), para el ensayo de competencia.

DOTA-E-(c[RGDfK]), Dilucién
[1] [10°] uM
[2] [10°] uM
[3] [107] uM
[4] [10°] uM
[5] [10°] uM
[6] [107°] uM
[7] [1071] uM
[8] [107%] uM
[9] [1077] uM

9. Se incubaron a 37 °C por 1 h.

10. Las placas se lavaron 3 veces con Buffer de union (200 pL).

11. Se cortaron los pozos.

12. Se contd cada pozo en un detector de Nal (Tl) acoplado a un analizador
monocanal.

13. Se determind el ICs.
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6.4 Prueba de seguridad general (MGA 0795)

1. Se seleccionaron 5 ratones de 18-25 g (cepa BALB/c).

2. Se administraron por via intraperitoneal 100 pL de *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],
preparado a partir de la formulacién farmacéutica liofilizada de acuerdo a lo indicado en
el Método General de Andlisis 0795 de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos,
edicion vigente. La dosis administrada fue de 0.35 ug/kg.

3. Se albergaron en una jaula apropiada con agua y alimento balanceado.

4. Los animales se mantuvieron en observacion durante 48 h.

5. Se anoto la mortalidad a las 24 y 48 h.

El estudio se realizd en un laboratorio tercero autorizado por la COFEPRIS.
Criterio de aceptacion:

Si al final del periodo de observacion todos los animales sobreviven, la muestra pasa la
prueba de seguridad. Si uno o mas ratones mueren, se debe repetir la prueba
utilizando otros diez ratones que pesen de 19.5 a 20.5 g. Pasa la prueba, si el nimero
total de ratones muertos no excede del 10 % del total de ratones utilizados.

6.5 Obtencion de imagenes gammagraficas de pacientes con cancer de mama

Las gammagrafias se obtuvieron por el personal del departamento de medicina nuclear
del Centro Oncoldgico Estatal segin lo indicado en un protocolo previamente
aprobado.

6.6 Obtencion de imagenes gammagraficas de tumores C6 de glioma
inducidos en ratones atimicos

6.6.1 Modelo animal

Los estudios de induccidon de tumores y de imagen se llevaron a cabo siguiendo los
lineamientos establecidos en la NOM-062-Z0O0-1999 sobre especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio [63]. Los ratones
atimicos machos de 20-22 g se mantuvieron en cajas estériles con virutas de madera.

La temperatura, humedad, ruido y periodos de luz/oscuridad de 12/12 h se
mantuvieron constantes. El agua y el alimento se administraron ad /libitum.

6.6.2 Induccion de tumores en modelos atimicos

La linea celular C6 de glioma se obtuvo inicialmente del American Type Culture
Colection (ATCC). Las células se incubaron a 37 °C bajo una atmdsfera de CO, (5 %) y
100 % de humedad en medio RPMI [sistema amortiguador de bicarbonato con
aminoacidos y vitaminas suplementado con suero fetal bovino y estreptomicina
(100 pg/mL)].

La induccién de los tumores se llevd a cabo por administracién subcutdnea de 1x10°
células C6 en 100 WL de buffer de fosfatos en solucion salina. La inoculacion se realizd
en el lomo de ratones atimicos de 6-7 semanas. Se inspeccionaron los sitios de
inyeccion a intervalos regulares para revisar la apariencia, formacién y progresion del
tumor.
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6.6.3 Estudios de imagen

El complejo *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se administré via I.V., los ratones
atimicos previamente inyectados se anestesiaron con isofluorano al 3 % usando una
unidad de anestesia por inhalacion (Bickford, Wales Center, New York, USA).

Se obtuvieron imagenes estaticas usando un equipo micro-SPECT/PET/CT (Albira
Oncovision) 3 horas después de la administracion.

6.7 Estabilidad del radiofarmaco *°*"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]. en suero
humano

La estabilidad en suero del radiofarmaco **™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se
determiné como se indica a continuacion:

1. Se diluyd suero humano 1:10 (v:v) con agua inyectable.

2. Se realizd una dilucion 1:5 (viv) de 200 pL del radiofarmaco
#MTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], con suero humano.

3. Las muestras se incubaron a 37 °C y se midieron por espectrofotometria UV-Vis con
un equipo Perkin EImer Lambda Bio al tiempo inicial, 2 h, 5 h'y 24 h.

6.8 Proyecto de etiquetas

Los nucleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn son agentes de diagndstico clasificados como
dispositivos médicos. Por lo tanto, los proyectos de etiqueta se elaboraron
considerando la informacién sanitaria minima obligatoria que deben ostentar las
etiquetas de los dispositivos médicos correspondientes a la NOM-137-SSA1-2008
“Etiquetado de dispositivos médicos” [49], ademas de los lineamientos establecidos en
la Ley General de Salud y el Reglamento de Insumos para la Salud.

6.9 Integracion del expediente legal para la Solicitud de registro sanitario

El registro sanitario, en los términos de la Ley General de Salud (Articulo 368), es una
autorizacion sanitaria, con la cual deben contar los agentes de diagnostico.

La solicitud de registro sanitario se presenté en el Formato General de Solicitudes,
adicionando el pago de derechos correspondiente de acuerdo a la clasificacion con
base al riesgo sanitario del producto conforme a la Ley Federal de Pago de Derechos.

Adicionalmente se presentd copia del aviso de funcionamiento del establecimiento y del
aviso del responsable sanitario y copia de la licencia correspondiente expedida por la
Secretaria de Energia (Comision Nacional de Seguridad Nuclear y Salvaguardas.

El expediente fue presentado con la informacion cientifica y técnica en idioma espaiiol
describiendo las caracteristicas del dispositivo médico y demostrando la seguridad y
eficacia del mismo asi como la documentacion legal correspondiente.
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7. Resultados y Discusion de resultados

7.1 Optimizacion de la formulacion

Los resultados de pureza radioquimica determinada por HPLC, de acuerdo al disefio
factorial establecido 2x2x3x2 vy los resultados se analizaron por analisis de varianza en
el programa SPPS (Statistical Package of the Social Sciences). La pureza radioquimica
para cada uno de los 24 tratamientos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Pureza radioquimica obtenida del disefio factorial experimental en la seleccion

de la formulacién éptima para la formacion del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

Tratamiento | Contenido | Contenido Tiempo de Réplica Pureza
de SnCl, | de manitol incubacion radioquimica

(n9) (mg) (min) (%)
1 10 25 10 1 95.6
2 10 25 10 2 96.2
3 20 25 10 1 96.8
4 20 25 10 2 96.4
5 10 25 20 1 95.8
6 10 25 20 2 95.3
7 20 25 20 1 96.4
8 20 25 20 2 97.3
9 10 25 30 1 97.7
10 10 25 30 2 96.5
11 20 25 30 1 97.2
12 20 25 30 2 96.9
13 10 50 10 1 97.4
14 10 50 10 2 97.8
15 20 50 10 1 98.7
16 20 50 10 2 98.9
17 10 50 20 1 97.3
18 10 50 20 2 97.7
19 20 50 20 1 97.6
20 20 50 20 2 98.1
21 10 50 30 1 96.9
22 10 50 30 2 97.5
23 20 50 30 1 97.8
24 20 50 30 2 98.2

Los resultados que se muestran en la Tabla 9 describen el analisis de varianza (ANOVA)
del disefio factorial establecido.
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Tabla 9. Analisis de varianza del disefo factorial.

Variable independiente 6 Factor Niveles Valores
Contenido de SnCl, (LUg) 2 10, 20
Contenido de Manitol (mg) 2 25, 50
Tiempo de incubacidon (min) 3 10, 20, 30
Repeticiones 2 13, 2a

Variable dependiente: Pureza radioquimica (24 Observaciones)
Para evaluar los resultados de ANOVA se debe considerar:

a) La variable independiente tiene efecto significativo sobre la pureza radioquimica
si p<0.05.

b) A mayor valor de F las variables tienen mayor efecto sobre la pureza
radioquimica.

Los resultados que se presentan en las Tablas 10-14 se interpretan de la siguiente
manera:

1. La columna “Sig.” Significa que para p<0.05 la variable independiente o factor
tiene efecto significativo sobre la variable dependiente.

2. A mayor valor de “F” la variable tiene mayor efecto.

3. Por tanto en este estudio se observa que el contenido de SnCl,, el contenido de
Manitol afectan significativamente la pureza radioquimica del radiofarmaco. Sin
embargo, la que contribuye mas o tiene mayor efecto es el contenido de Manitol
seguido del contenido de SnCl,. Asimismo se observa una interaccion
estadisticamente significativa entre los factores.

Tabla 10. Resultados del andlisis estadistico del disefio factorial completo.

Origen Suma de gl Media F Sig.
cuadrados tipo I cuadratica

Interseccién 226592.667 1 | 226592.667 [526919.381| .000
Contenido de 9.295 1 9.295 21.615 .000
Manitol (mg)
Contenido de 1.547 1 1.547 3.597 .073
SnCl, (pg)
Tiempo de .681 2 .340 792 468
incubacién (min)
Modelo 11.523° 4 2.881 6.699 .002
Error 8.171 19 430
Total 226612.360 24
Total corregida 19.693 23

@ R cuadrado = .585
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Tabla 11. Resultados del analisis estadistico del disefo factorial del contenido de

Manitol (mg).
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Contraste 7.760 1 7.760| 18.046 .000
Error 8.171 19 430

Cada prueba F contrasta el efecto simple de Contenido Manitol (mg) en cada
combinacion de niveles del resto de los efectos mostrados.

Tabla 12. Resultados del analisis estadistico del disefio factorial del contenido de

SnCl, (mg).
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Contraste 1.547 1 1.547 3.597 .073
Error 8.171 19 430

Cada prueba F contrasta el efecto simple de Contenido SnCl, (mg) en cada combinacion
de niveles del resto de los efectos mostrados.

Tabla 13. Resultados del andlisis estadistico del disefo factorial del Tiempo de
incubacién (min).

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Contraste 1.400 2 .700 1.628 223
Error 8.171 19 430

Cada prueba F contrasta el efecto simple de Tiempo de incubacién (min) en cada
combinacion de niveles del resto de los efectos mostrados.

La formulacién éptima obtenida se describe a continuacién:

25 pg de HYNIC-E-[c(RGDfK)],

20 pg de cloruro estanoso (SnCl,)

10 mg de acido etilendiaminodiacético (EDDA)
20 mg de N-tris(hidroximetil)metilglicina (Tricina)
50 mg de Manitol

VVVVYVYYVY
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7.2 Analisis de materias primas empleadas en la fabricacion

Los excipientes de la formulacién obtuvieron sus respectivos Certificados Analiticos. El
andlisis de FT-IR del HYNIC-RGD-Sn obtenido se muestra en la Figura 6 y Tabla 14.

800 701

% Transmitancia

3276 1134

: J15481202
04 1637

T T T T T T T T T T T T T T T

|
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda(cm™)

Figura 6. Espectro FT-IR de HYNIC-E-[c(RGDfK)]s.

Tabla 14. Asignacion de modos vibracionales caracteristicas del espectro FT-IR del
HYNIC-E-[c(RGDfK)J,.

Grupo funcional Namero de onda
(cm™)
Amida A v (N-H) 3276
-OH Acidos carboxilico 3097
HYNIC v (C-H) 3074
-CH, 2940
Amida I v (C=0), v (C-N) 1637
Amida II 3(N-H), v (C-N) 1548
Phe v (C-C anillo) 1419
Amida III 5(N-H), v (C-N) 1134
Aryl-OH Fenoles 722
0-C=0 Acidos carboxilicos 701
C=0 Amidas 607

0: Deformacion en el plano, v tensidn o estiramiento
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Para las estructuras heteroatdmicas como el HYNIC, en el espectro de IR (Figura 6) se
puede observar la presencia de vibraciones v(C-H) que aparecen en el intervalo
3100-3000 cm, la cual es una regién caracteristica para las vibraciones C-H en
general. La arginina es un aminoacido cargado positivamente a pH neutro, su grupo
guanidino presenta una banda relativamente intensa cerca de 1633 cm™, que se
encuentra traslapada con los modos vibracionales C-N de la regién de Amida I en las

cadenas peptidicas [64].

El andlisis de FT-IR Acido etilendiaminodiacético obtenido se observa en la Figura 7 y

Tabla 15.
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Figura 7. Espectro FT-IR del Acido etilendiaminodiacético.

Tabla 15. Asignacion de modos vibracionales caracteristicas del espectro FT-IR del
Acido etilendiaminodiacético.

Grupo funcional

Numero de onda

(cm™)
-OH v Acidos carboxilicos 3032
-OH v Acidos carboxilicos 3001
-CH, 2969
-CH, 2825
COOH 1573
-CH, 1430
C-N v 1387
C=0 1320
C-N (1030-1230) 1230
0-C=0 Acidos carboxilicos 695

v tension o estiramiento, v, tension o estiramiento asimétrico
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El analisis de FT-IR de la tricina obtenido se muestra en la Figura 8 y Tabla 16.

100
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80 -
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=
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= Ho H\)J\
OH 1627
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1599 1348
1042 685
0 T T T | ' T T T T T ' T T T T

T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 8. Espectro FT-IR de la tricina.

Tabla 16. Asignacion de modos vibracionales caracteristicas del espectro FT-IR de la

tricina.

Grupo funcional Nimero de onda (cm™)
N-H 3275
N-H 3199
COOH Acidos caboxilicos 3012
-CH, 2819
C-C 1627
C-O-H 1599
C-H v Metilos y metilenos 1488
C-O-H 1348
C-N v 1290
C-H 1042
C-N-C vs 875
C-H 685

v tensidn o estiramiento, vas tensidon o estiramiento asimétrico,
v tension o estiramiento simétrico
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7.3 Escalamiento del lote y validacion del proceso de fabricacion de la
formulacion farmacéutica liofilizada nicleo-equipos HYNIC-RGD-Sn

Se realizaron 3 lotes de validacion con un tamafo por lote de 40 nulcleo-equipos de
HYNIC-RGD-Sn.

Los tres lotes fabricados, fueron sometidos a analisis por la Unidad de Calidad. Se
evaluaron los siguientes parametros del complejo obtenido a partir de la formulacién
liofilizada: apariencia de la solucién marcada con pertecneciato de sodio (**"TcO,4Na),
color, pH, esterilidad, endotoxinas bacterianas y pureza radioquimica.

Los resultados de control de calidad del producto terminado para los lotes de validacién
se muestran en la Tabla 17:

Tabla 17. Resultados de Control de Calidad del producto terminado.

No. Lote 01-2011 02-2011 03-2011
Fecha de produccidn 2011.03.03 2011.09.06 2011.09.07
Pureza radioquimica 99.91 % 96.79 % 97.9 %

. . Negativo Negativo Negativo
Endotoxinas bacterianas <175 EU/mL 175 EU/mL <175 EU/MI
Prueba de esterilidad Negativo Negativo Negativo
A Solucion limpida, | Solucién limpida, | Solucién limpida,

specto . ‘. . ‘. . <
incolora y esteril | incolora y esteril incolora y esteril
Ph 7.0 7.0 7.0

De acuerdo a la monografia farmacopeica, la pureza radioquimica debe ser mayor a
90 %. El compuesto no debe contener mas del 10 % de impurezas radioquimicas
(*™TcO, 6 *™c hidrolizado) [1]. Los tres lotes de validacién cumplieron con las
especificaciones preestablecidas.

Una vez analizados los 3 lotes, la Unidad de Calidad emitié el certificado analitico de
cada uno, en los cuales se documenta la liberacion de los mismos.

7.4 Estudio de estabilidad de nicleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn

Se elabord, revisé y aprobd el Protocolo de Estabilidades que establece los requisitos
de los estudios de estabilidad que deben de efectuarse bajo condiciones de
almacenamiento controladas para evaluar las caracteristicas fisicas, quimicas,
bioldgicas o microbioldgicas del radiofarmaco. Al final del estudio se elabord el informe
de estabilidades. En la Figura 9 se presenta el diagrama de flujo del desarrollo de
estudio de estabilidades.

Salvador Sanchez Rodriguez 43




“OPTIMIZACION DEL PROCESO DE FABBICACI(')N DE UNA FORMULACION LIOFILIZADA PARA LA
OBTENCION DEL RADIOFARMACO *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],"

INICIO

Elaborar el protocolo de estudio
de estabilidades

¢Cumple
Normatividad?

Tomar muestras

{

Almacenar bajo condiciones establecidas

|

Registrar en el cronograma las fechas en
que se realizaran las pruebas de estabilidad

‘

Realizar las pruebas de estabilidad y
registrar los resultados obtenidos

‘

Analizar resultados obtenidos
y realizar conclusiones

{

Realizar informe de estabilidades

‘

FIN

Figura 9. Diagrama de flujo del desarrollo de estudio de estabilidades.

Los analisis del producto se realizaron de acuerdo al cronograma incluido en el
protocolo de estabilidad autorizado. Las condiciones del estudio se definen en

la Tabla 18.
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Tabla 18. Condiciones del estudio de estabilidad.

Condiciones de Periodo de Frecuencia de . .
. . . Tipo de estudio
almacenamiento estudio analisis
. \ Estabilidad a
. (o]
Refrigeracion: 5 £ 3 °C 12 meses Mensual larqo plazo

7.5 Control de calidad de nicleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn

7.5.1 Parametros de control de calidad evaluados en la formulacion
farmacéutica liofilizada

Se realizd un disefno de analisis reducido por categoria de los parametros de esterilidad
y determinacion de endotoxinas bacterianas de los tres lotes de validacion.

a) Prueba de esterilidad (MGA 0381)

El periodo de incubacién durd 14 dias en los cuales se observo diariamente si existe o
no proliferacion bacteriana la cual se evidencia por el enturbiamiento del medio o la
presencia de una sustancia blanquecina flotando en el medio de cultivo. Si no hay
desarrollo microbiano, el producto satisface las especificaciones. Los resultados se
muestran en la Tabla 19:

Tabla 19. Resultados de las pruebas de esterilidad.

No. de dia posterior | Medio Fluido de | Medio de Soya
a la siembra Tioglicolato Tripticaseina
Dia 1 Negativo Negativo
Dia 2 Negativo Negativo
Dia 3 Negativo Negativo
Dia 4 Negativo Negativo
Dia 5 Negativo Negativo
Dia 6 Negativo Negativo
Dia 7 Negativo Negativo
Dia 8 Negativo Negativo
Dia 9 Negativo Negativo
Dia 10 Negativo Negativo
Dia 11 Negativo Negativo
Dia 12 Negativo Negativo
Dia 13 Negativo Negativo
Dia 14 Negativo Negativo

RESULTADO: Negativo, no se observé turbidez.

b) Prueba de determinacidon de endotoxinas bacterianas por el método de L.A.L.
(MGA. 0316)

La prueba de endotoxinas bacterianas resulté negativa para todas las muestras
ensayadas, con una concentracién de endotoxina estd por debajo de 175 UE/mL para
radiofarmacos, como se muestra en la Tabla 20:
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Tabla 20. Resultados de la prueba de determinacién de endotoxinas bacterianas por el
método de L.A.L.

Ensayo Observacion
Diluciéon muestra: Sin dilucion S/GEL
Control Negativo S/GEL
Control Positivo (+) Agua GEL FIRME

Control Positivo (+) Muestra

RESULTADO: NEGATIVO

Conc. Endotoxina en Muestra: <0.125 EU/Vol

(Sensibilidad x Dilucion Maxima)

El Producto___Si  Satisface la Prueba de Pirdgenos

7.5.2 Parametros de control de calidad evaluados en el radiofarmaco
99mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],

7.5.2.1 Evaluacion de la pureza radioquimica

Se realizd un disefio de analisis reducido factorial fraccionado del parametro de
determinacion de pureza radioquimica. De acuerdo a la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos la pureza radioquimica del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], debe ser mayor a 90 %. En la Tabla 21 se resumen
los datos obtenidos de la evaluacion mensual de la pureza radioquimica de los tres lotes
de validacién durante el estudio de estabilidad:

Tabla 21. Resultados de la evaluacion de pureza radioguimica.

No. Lote 01-2011 02-2011 03-2011
Parametro % Pureza % Pureza % Pureza
de prueba radioquimica radioquimica radioquimica

0 98.91% 98.87% 98.07%
1 98.70% 97.83% 98.05%
2 99.27% 98.44% 97.91%
3 98.80% 98.48% 97.92%
4 98.89% 98.33% 97.95%
» 5 98.21% 97.69% 97.69%
E 6 99.30% 96.39% 97.80%
7 97.33% 95.03% 97.24%
8 96.54% 96.21% 97.62%
9 95.90% 95.71% 98.66%
10 96.10% 94.77% 97.31%
11 95.67% 94.36% 97.06%
12 95.55% 92.94% 96.36%
MEDIA 97.62 £ 1.48 96.54 + 1.89 97.66 £ 0.57
C.V. (%) 1.51 1.95 0.58
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7.5.2.2 Apariencia

Los resultados de apariencia del nucleo-equipo HYNIC-RGD-Sn y del radiofarmaco
9MTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se muestran en la Tabla 22:

Tabla 22. Resultados de apariencia del nucleo-equipo HYNIC-RGD-Sn y del
radiofarmaco **™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

Parametro de prueba Especificacion Resultado
Apariencia Frasco ampula que contiene un
Liofilizado sélido de color blanco, liofilizado. | Corresponde
HYNIC-RGD-Sn No radiactivo
Apariencia del Radiofarmaco Solucién acuosa transparente de | Corresponde
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], | **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],

7.5.2.3 pH

El pH del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], debe ser 7.0 adecuado para
ser administrado por via intravenosa.

El pH del radiofarmaco se mantiene estable por doce meses como se muestra en la
Tabla 23:

Tabla 23. Resultados de pH del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],.

No. Lote 01-2011 | 02-2011 | 03-2011

Par;r:;ztt:g de pH pH oH
0 7.0 7.0 7.0

1 7.0 7.0 7.0

2 7.0 7.0 7.0

3 7.0 7.0 7.0

4 7.0 7.0 7.0

" 5 7.0 7.0 7.0
E 6 7.0 7.0 7.0
7 7.0 7.0 7.0

8 7.0 7.0 7.0

9 7.0 7.0 7.0

10 7.0 7.0 7.0

11 7.0 7.0 7.0

12 7.0 7.0 7.0
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7.6 Afinidad del radiofarmaco °°"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]. por la
proteina o,f83

En los ultimos anos, el grupo de Edwards en Bristol-Myers Squibb (BMS) ha usado
HYNIC como agente quelante bifuncional para el radiomarcado de péptidos con la
secuencia ciclica RGD con **Tc. Se encontrd que el conjugado de HYNIC-RGD debe
tener una ICs; <10 nM en el ensayo de ELISA para que el complejo ternario
[®™Tc (HYNIC-RGD) (tricina) (TPPTS)] pueda ser util como agente para obtener
imagenes de tumores que sobre-expresan integrinas a,f3 [61]. A mayor afinidad de
union del conjugado HYNIC-RGD a menudo conduce una mejor captacion del tumor
para el complejo ternario *™Tc (HYNIC-RGD) (tricina) (TPPTS)].

El ensayo de competencia muestra que se requiere una concentracion de 2.65 nM de
DOTA-E-(c[RGDfK]), para poder producir un 50 % de desplazamiento del radiofarmaco
99mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],, Figura 10.
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Figura 10. Afinidad del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], por la proteina o.fs.

Los dos requisitos basicos de un receptor son la afinidad elevada por una biomolécula
especifica, con la que se fija aun cuando haya una concentracion muy pequefa del
radiofarmaco, y la especificidad, gracias a la cual puede discriminar una molécula de
otra.
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Este método permitid analizar el fendmeno de competencia entre el radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], unido a los receptores especificos (integrinas o.fs) y
el competidor DOTA-E-(c[RGDfK]),. El valor obtenido muestra la capacidad de
desplazamiento  del  DOTA-E-(c[RGDfK]), frente a |Ia fijacion  de
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],. La disminucidon de la unién especifica de
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], es proporcional al aumento de la concentracién de
DOTA-E-(c[RGDfK]),, por lo que de esta relacion se obtiene una curva en forma de S
invertida al representarla en forma semilogaritmica.

7.7 Prueba de seguridad general (MGA 0795)

El radiofarmaco **™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]. preparado a partir de la formulacion
liofilizada no mostrd evidencias de toxicidad en los ratones evaluados en un laboratorio
tercero autorizado.

Las consideraciones de la evaluacion de la seguridad se basan en las caracteristicas de
la aplicacién del radiofarmaco como dosis-masa (masa o peso del ligando o
transportador incluyendo el radiontclido), la ruta de administracion, frecuencia de uso,
constantes fisicas y bioldgicas como tiempos de vida fisicos, bioldgicos y efectivos (para
tales casos la FDA recomienda considerar estos parametros para la prediccion de la
seguridad y dosimetria de los radiofarmacos de diagnostico) [46].

La mayoria de los radiofarmacos de diagndstico se administran a dosis-masa
aproximadas de 107 — 10° M 6 < 10 pg y no tienen como propdsito inducir una
respuesta farmacoldgica [19]. Asi mismo la frecuencia de uso del radiofarmaco es en
la mayoria de los casos de uso Unico o relativamente infrecuente, y por ello los efectos
adversos ocasionados por la acumulacion del farmaco en el organismo son mas
improbables en comparacion con farmacos de administracion crénica. Debido a que los
estudios que involucran una exposicidon Unica en concentraciones de microgramos o
microdosis, se consideran concentraciones a las que esta expuesto son comparables
con las exposiciones rutinarias ambientales, por lo que no se sugiere la realizacion de
estudios de susceptibilidad farmacoldgica, de toxicidad o susceptibilidad genética. Sin
embargo para radiofarmacos de aplicacion de dosis-masa repetidas la FDA recomienda
de ser posible realizar estudios de seguridad y eficacia en un periodo de estudio de 14
a 28 dias [47].

7.8 Obtencion de imagenes gammagraficas de pacientes con cancer de mama

Las imagenes moleculares en pacientes con cancer de mama muestran captacién
evidente en el tumor. Dicha captacion se debe a la interaccion especifica del
radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], preparado a partir de la formulacidon
liofilizada, con los receptores moleculares sobre-expresados en los procesos
angiogénicos que se llevan a cabo en procesos tumorales [38]. EI gammagrama
(Figura 11) se obtuvo en el Centro Oncoldgico Estatal por el personal del departamento
de medicina nuclear.
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Figura 11. Imagen de una paciente con cancer de mama

7.9 Obtencion de imagenes gammagraficas de tumores C6 de glioma
inducidos en ratones atimicos

Después de la administracion intravenosa, el radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], muestra una elevada acumulacidn en el tumor
atribuido a la secuencia tripeptidica -Arg-Gly-Asp- (RGD) que reconoce de manera
especifica a las integrinas o3 que estan altamente expresadas en células tumorales de
glioblastomas como se observa en la Figura 12.

Figura 12. Imagen transaxial y coronal de un ratdn atimico con tumor C6 inducido, 3
horas después de la administracién del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]1..
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7.10 Estabilidad del radiofarmaco °°™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en
suero humano

La estabilidad del radiofarmaco se determind mediante la obtencién de la pureza
radioquimica, la actividad de la proteina unida fue de 0.88 % al inicio de la incubacién
en suero humano.

A las 24 h de incubacion, la unidon a proteinas aumentd a 4.57 %. El  95.47 %
permaneci6 estable en forma de *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], , lo cual indica que
el radiofarmaco permanece estable en suero durante 24 h.

Los resultados se muestran en las Tablas 24,25 y 26 y en las Figuras 13,14 y 15.

Tabla 24. Estabilidad del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],
en suero humano.

Muestra | Tiempo (h) | Radiofarmaco | Union a proteinas

(%) (%)

1 0 99.12 0.88

2 2 98.91 1.09

3 5 98.45 1.55

4 24 95.43 4.57
100
99:
S 98 -
E 4
‘S 974
e} ]
O 96
D -
é 95
N o]
2 ]
T 93
°\° -
92
91:

90"T'I'I'I'I‘T'l'l'l'l'l‘l

0 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (h)

Figura 13. Estabilidad del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],
en suero humano.
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Figura 14. Estabilidad del radiofarmaco *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en suero

humano al tiempo inicial.

Tabla 25. Porcentaje de areas en el estudio de estabilidad del radiofarmaco

DETECTOR UV-Vis
DETECTOR DE RADIACTIVIDAD

9™ Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en suero humano al tiempo inicial.

Nombre Tiempo de Retencion |, Yo Area
(min)
1|%™Tc unido a proteinas 8.269 0.88
2 | *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]1, 10.881 99.12
100 /ﬂ
80 PROTEINAS
60 - DETECTOR UV-Vis
DETECTOR DE RADIACTIVIDAD
<
=
40
20 4
0 b} I L I 'Ihl_ I Y 1 4 I ! I
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (min)

Figura 15. Estabilidad del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en suero

humano a las 24h de incubacion
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Tabla 26. Porcentaje de areas del estudio de estabilidad del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], en suero humano a las 24h de incubacion.

Tiempo de Retencion

Nombre . % Area
(min)
1|%™Tc unido a proteinas 8.198 4,57
2 | ®™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], 10.874 95.43

7.11 Informe de validacion del proceso de produccion de los
nicleo-equipos de HYNIC-RGD-Sn

Los lotes de validacion deben cumplir con las siguientes especificaciones, tanto los
controles de proceso, como los de producto terminado; los cuales deben estar
aprobados en todas las etapas de todos los lotes. Los productos obtenidos de los lotes
de validacion, obtendran su certificado analitico de calidad en el cual se verifique el
cumplimiento de las especificaciones, los resultados se muestran en las tablas 27-31 y
Figura 16.

» Control del proceso

Tabla 27. Especificaciones de control de proceso.

Especificaciones de control de proceso
Pureza Radioquimica del Radiofarmaco > 90 %
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK) ], °

De acuerdo a lo estipulado en la
Orden de Produccion

Ciclo de Liofilizacién Corresponda al perfil de control.

De acuerdo a lo estipulado en la
Orden de Produccion

pH del Liofilizado

pH del Buffer de Fosfatos 0.2 M

» Control del producto terminado

Tabla 28. Especificaciones del liofilizado HYNIC-RGD-Sn.

Especificaciones del liofilizado HYNIC-RGD-Sn
Pruebas Bioldgicas
NUcelo-equipo Apariencia Determinacion
de endotoxinas Esterilidad
bacterianas
Frasco ampula que Libre de

contiene un sdlido de endotoxinas L
RIS color blanco, liofilizado. bacterianas Esteril

No radiactivo. (<175 EU/V).
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Tabla 29. Especificaciones del Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7.

Especificaciones del Buffer de fosfatos 0.2 M pH 7

Pruebas Fisico-Quimicas

Pruebas Bioldgicas

Determinacion
Aspecto pH de endotoxinas Esterilidad
bacterianas
, . Libre de
Frasco ampula que contiene una .
i 7.0 £ endotoxinas -
solucion acuosa transparente. . Esteril
No radiactiva 0.2 bacterianas
' (<175 EU/V).

Tabla 30. Especificaciones del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

Especificaciones del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],

Pruebas Pruebas
Radioauimi Fisico-Ouimi
RadiofArmaco ad:;afruelzrzlcas isico-Quimicas
, Aspecto H
radioquimica P P
Solucién acuosa
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)]1, > 90 % transparente del 6.0-7.0
radiofarmaco

Tabla 31. Resultados de los tres lotes de validacion.

No. Lote 01-2011 02-2011 03-2011
Fecha de produccion 2011.03.03 2011.09.06 2011.09.07
Fecha de caducidad 2012.03.03 2012.09.06 2012.09.07

Tentativa
Frasco ampula Frasco ampula Frasco ampula
- gue contiene un que contiene un que contiene un
Liofilizado

HYNIC-RGD-Sn

solido de color

solido de color

solido de color

Apariencia blanco, liofilizado. blanco, liofilizado. | blanco, liofilizado.
No radiactivo No radiactivo No radiactivo
s Solucidn acuosa Solucion acuosa Solucidn acuosa
Radiofarmaco
transparente transparente transparente
Inicio 7.0 7.0 7.0
pH ,
Término 7.0 7.0 7.0
Prueba de Inicio Negativa Negativa Negativa
esterilidad Término Negativa Negativa Negativa
Endotoxinas Inicio Negativa Negativa Negativa
bacterianas Término Negativa Negativa Negativa
Pureza Inicio 98.91 % 98.87 % 98.07 %
radioquimica Término 95.67 % 94.36 % 97.06 %
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» Ciclo de liofilizacion

Un ciclo de liofilizacién apropiado garantiza la sublimacidon y remocién de las particulas
de agua presentes en la solucién dosificada, a fin de obtener un producto que cumpla
las especificaciones de calidad y objetivos para las cuales fue disefiado [53]. Durante el
ciclo de liofilizacion se colocaron termopares calibrados en el producto. Las graficas de
cada ciclo de liofilizacién se anexaron a cada una de las érdenes de produccion.

En la Figura 16 se muestra una comparacion entre los registros de temperatura de la
propia liofilizadora de cada lote de validacién, respecto al Perfil de Control.

40
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;
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5 —a—L02-2011
- et | 03-2011

—e—PERFIL DE CONTROL

-60

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Tiempo (h)

Figura 16. Ciclo de liofilizacion.

> Estudio de estabilidad

7.12 Estudio de estabilidad a largo plazo de los nlcleo-equipos de
HYNIC-RGD-Sn

Los datos de estabilidad de pH y pureza radioquimica obtenidos de los tres lotes de
validacion durante el estudio se resumen en la Tabla 32:
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Tabla 32. Resultados del estudio de estabilidad.

No. Lote 01-2011 02-2011 03-2011
Parametro I_’ure,za . I_’u reza |_>u reza
de prueba pH | radioquimica | pH | radioquimica | pH | radioquimica

(%) (%) (%)

0 [7.0 98.91% 7.0 98.87% 7.0 98.07%

1 170 98.70% 7.0 97.83% 7.0 98.05%

2 | 7.0 99.27% 7.0 98.44% 7.0 97.91%

3 [7.0 98.80% 7.0 98.48% 7.0 97.92%

4 |7.0 98.89% 7.0 98.33% 7.0 97.95%

"~ 5 [7.0 98.21% 7.0 97.69% 7.0 97.69%

g 6 [7.0 99.30% 7.0 96.39% 7.0 97.80%

7 |7.0 97.33% 7.0 95.03% 7.0 97.24%

8 |7.0 96.54% 7.0 96.21% 7.0 97.62%

9 [7.0 95.90% 7.0 95.71% 7.0 98.66%

10 [ 7.0 96.10% 7.0 94.77% 7.0 97.31%

11 | 7.0 95.67% 7.0 94.36% 7.0 97.06%

12 | 7.0 95.55% 7.0 92.94% 7.0 96.36%

MEDIA 70| 97.62+1.48 | 70| 96.54 £1.89 | 7.0 | 97.66 £ 0.57

C.V. (%) 0 1.51 0 1.95 0 0.58

El nlcleo-equipo se mantiene estable durante 12 meses bajo las condiciones de
almacenamiento determinadas para el desarrollo del estudio (Condiciones de
refrigeracion: 5 £ 3 °C). En el informe de estabilidades se propuso un periodo de
caducidad de 12 meses de acuerdo a los resultados obtenidos del estudio de estabilidad
completo del nucleo-equipo HYNIC-RGD-Sn para la preparacion del agente de
diagndstico #°™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)..

El informe de Validacién fue integrado a partir de los resultados de los lotes de
liberados por la Unidad de Calidad con el cual se cuenta con una evidencia
documentada que proporciona un alto grado de certeza de que el proceso,
procedimiento, método, equipo o sistema produce consistentemente el producto dentro
de las especificaciones previamente establecidas [57].

Los resultados de cada parametro evaluado fueron documentados en los formatos de
registro de la Unidad de Calidad. De igual manera, mes a mes los resultados obtenidos
se descargaron en los cronogramas planteados dentro del protocolo de estabilidad.

Se realizd6 un disefio de analisis reducido por categoria de los parametros de
esterilidad y determinacion de endotoxinas bacterianas las cuales resultaron
negativas al inicio y al término del estudio de los tres lotes de validacion.

Por otra parte, se establecieron limites inferior y superior de aceptacion para el pH
considerando las especificaciones del producto, pH 7.0 £ 0.2. Por su parte el pH del
complejo > Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se mantuvo en 7.0, con el coeficiente
de variacion del 0 %, para los 3 lotes respectivamente, como se observa en la
Figura 17.
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Figura 17. Resultados de pH del radiofarmaco **"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],.

Se realizd un disefio de analisis reducido factorial fraccionado del parametro de
determinaciéon de pureza radioquimica, en los 3 lotes se consideraron como limites
inferior y superior de aceptacion 90 % y 100 %, respectivamente, de acuerdo a las
especificaciones indicadas en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 10°

Ed. 2011, como se observa e

> Lote 01-2011
105 -
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101 -

n las Figuras 18-26.
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Figura 18. Resultados de pureza radioquimica del radiofarmaco
99MTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], del lote 01-2012.
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Figura 19. Cromatograma obtenido por HPLC del lote 01-2011 al inicio del estudio.
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Figura 20. Cromatograma obtenido por HPLC del lote 01-2011 al término del
estudio.
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Figura 21. Resultados de pureza radioquimica del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], del lote 02-2011.
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Figura 22. Cromatograma obtenido por HPLC del lote 02-2011 al inicio del estudio.
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Figura 24. Resultados de pureza radioquimica del radiofarmaco
9mTc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], del lote 03-2011.
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Figura 25. Cromatograma obtenido por HPLC del lote 03-2011 al inicio del estudio.
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Figura 26. Cromatograma obtenido por HPLC del lote 03-2011 al término del
estudio.
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La variacién de la pureza radioquimica se debe a fluctuaciones normales que hay
entre frasco y frasco, variaciones de la electronica en los equipos, y finalmente a la
naturaleza estocastica de la radiacion.

7.13 Elaboracion de expediente legal para la Solicitud de registro sanitario

El expediente legal fue constituido por los siguientes documentos requeridos para la
obtencidn del Registro Sanitario de Agentes de Diagndstico de acuerdo al Reglamento
de Insumos para la Salud y la NOM-137-SSA1-2008:

> Validacion del proceso de produccion.
a) Protocolo e Informe de validacién del proceso.
b) Estudio de Estabilidad.

Proyecto de etiqueta.

Instructivo.

Procedimiento de produccidn.

Instruccion de control de calidad.

Procedimientos referidos.

Certificado de buenas practicas de fabricacion.

Aviso de funcionamiento.

Aviso de responsable sanitario.

Licencia de operacion.

Certificado ISO 9001:2000.

Anexos.
a) Certificados de calibracion de equipos e instrumentos.

VVVVVVVVYVY
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8. Conclusiones

En el presente trabajo se logré obtener la formulacidon optimizada para la obtencion del
radiofarmaco *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)1..

El proceso de produccion del nicleo-equipo HYNIC-RGD-Sn para la preparacion del
agente de diagndstico *"Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], se declaré validado debido a
que a través del protocolo de validacion prospectiva elaborado y los resultados
obtenidos, se fabricaron tres lotes en condiciones normales de operacion contemplando
Buenas Practicas de Manufactura cumpliendo consistentemente con las especificaciones
y atributos de calidad establecidos.

Las propiedades fisicoquimicas de la formulacion farmacéutica liofilizada
(HYNIC-RGD-Sn) y el radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)], obtenido a partir
de ella se conservan integras durante doce meses.

La eficacia del sistema contenedor cierre se demuestra con los resultados negativos de
las pruebas de esterilidad y endotoxinas bacterianas al término del estudio siguiendo
un disefo de analisis reducido por categoria y, por lo tanto, la conservacion integral de
estas propiedades de la formulacion farmacéutica liofilizada.

Las pruebas de pureza radioquimica del radiofarmaco *™Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],
obtenido de la formulacidn farmacéutica liofilizada demuestran la estabilidad del
liofilizado durante al menos doce meses.

Las imagenes moleculares obtenidas de pacientes con cancer de mama y de tumores
de C6 inducidos, que sobre-expresan integrinas a,f3 muestran captacion especifica del
radiofarmaco ™ Tc-EDDA/HYNIC-E-[c(RGDfK)],, por lo que el producto puede ser
usado para obtener imagenes moleculares en cancer de mama, dada la sobre-expresion
de integrinas a,fs.
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10. Glosario

Actividad: Es la rapidez de desintegracion de los nucleos de un material radiactivo. Se
mide en Bq el cual es igual a una desintegracion/segundo.

Agentes de Diagnéstico: Todos los insumos incluyendo antigenos, anticuerpos
calibradores, verificadores o controles, reactivos, equipos de reactivos, medios de
cultivo y de contraste y cualquier otro similar que pueda utilizarse como auxiliar de
otros procedimientos clinicos o paraclinicos.

Buenas practicas de fabricacion: Conjunto de lineamientos y actividades
relacionadas entre si, destinadas a garantizar que los productos farmacéuticos
elaborados tengan y mantengan la identidad, pureza, concentracién, potencia e
inocuidad, requeridas para su uso.

Camara de ionizacion: Es un instrumento donde se aplica un campo eléctrico a
través de un volumen de gas con el propdsito de recoger los iones producidos por un
campo de radiacion. Los iones positivos y los electrones negativos migran a lo largo de
las lineas de fuerza del campo eléctrico y se captan en electrodos, produciendo una
corriente de ionizacion.

Certificado Analitico: Al documento que avala los resultados obtenidos en un estudio
para determinar la composicion o naturaleza de una muestra, emitido por el fabricante
del producto, de conformidad con las disposiciones de la Ley, el presente Reglamento y
demas disposiciones aplicables.

Concentracion radiactiva: Es la radiactividad por unidad de volumen de la solucién
(Bg /mL).

Criterio de aceptacion: Especificacion del producto y el criterio de aceptar o rechazar
con base en niveles de calidad de aceptacion o rechazo, asociado a un plan de
muestreo. Elementos necesarios que forman parte de la liberacion o rechazo de un lote
o de unidades fabricadas.

Curie (Ci): Es la unidad fundamental de radiactividad y se define como 3.700 x 1010
transformaciones nucleares por segundo.

Dosis absorbida: Energia depositada por unidad de masa, independientemente de
que material que se trate, su unidad es el Gray (1 Gy = 100 rad).

Estabilidad: Es la propiedad de un medicamento contenido en un envase de
determinado material para mantener durante el tiempo de almacenamiento y uso las
caracteristicas fisicas, quimicas, fisicoquimicas, microbioldgicas y bioldgicas entre los
limites especificados.

Etiqueta: Al marbete, rétulo, marca o imagen grafica que se haya escrito, impreso,
estarcido, marcado, marcado en relieve o en hueco, grabado, adherido o precintado en
cualquier material susceptible de contener el Insumo incluyendo el envase mismo.

Expediente legal: Conjunto de documentos que demuestran que el medicamento
esta registrado y cumple con las normas vigentes de la Secretaria de Salud.
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Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos: Al documento expedido por la
Secretaria que consigna los métodos generales de andlisis y los requisitos sobre
identidad, pureza y calidad de los farmacos, aditivos, medicamentos y productos
bioldgicos.

Lote: A la cantidad especifica de cualquier materia prima o Insumo, que haya sido
elaborada en un ciclo de produccién, bajo condiciones equivalentes de operacion y
durante un periodo determinado.

Lote Piloto: Fabricacion de un medicamento, por un procedimiento representativo y
que simule aquel que serd utilizado durante la produccion rutinaria para
comercializacion.

Impurezas radioquimicas: Impurezas que pueden aparecer en una preparacion
radiofarmacéutica pueden ser debidas a diferentes factores, en los cuales cabe
destacar: solvente, temperatura, pH, luz, radidlisis y oxidacién. Lo cual puede ocasionar
una baja localizacién del radiofarmaco en el érgano diana y una alta actividad de fondo
en los tejidos circundantes obteniéndose una imagen no satisfactoria.

Nucleo equipo: Nombre empleado para designar uno o mas frascos, que contienen
los reactivos quimicos no radiactivos, liofilizados o en forma liquida, en condiciones de
esterilidad y apirogenicidad, requeridos para producir un radiofarmaco.

Nuclido: Se define como la especie atdbmica que se caracteriza por su numero de
masa, su numero atdmico y su estado energético nuclear, con tal de que la duracién
media de tal estado sea lo suficientemente larga para poder ser observada.

Orden de produccion: Copia de la formula maestra de produccion a la cual se le
asigna un numero de lote y se utiliza como guia y registro de las operaciones para la
produccién de un lote de medicamento.

Periodo de caducidad: Es el tiempo estimado durante el cual el lote de producto
permanece dentro de las especificaciones si se conserva bajo condiciones de
almacenamiento normales o particulares.

Periodo de caducidad tentativo: Es el periodo de caducidad provisional que la
Secretaria de Salud autoriza en base a los resultados de los estudios de estabilidad
acelerada presentados en el paquete de registro del producto.

Precursor: Todo radionuclido producido industrialmente para el marcado radiactivo de
otras sustancias antes de su administracion.

Procedimiento de produccion: Documento que contiene las instrucciones detalladas
para transformar la materia prima en producto hasta su envase primario.

Pureza Radioquimica: Es el porcentaje de la radiactividad total en la forma quimica
declarada del radiofarmaco.

Radiacion: Emision o propagacion de energia a través del espacio en forma de ondas
electromagnéticas o particulas.
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Radiacion ionizante: Es cualquier radiacion capaz de desplazar electrones de los
atomos del material que atraviesa, produciendo iones de esta manera.

Radiactividad: Es la propiedad que tienen ciertos nuclidos de emitir radiaciones
cuando sus nucleos se transforman espontaneamente en los de otros nuclidos. La
unidad de actividad empleada por el Sistema internacional de Unidades es el Becquerel
(Bq)ioque indica el nimero de desintegraciones por segundo. El curie (Ci) es igual a 3,7
x 107 Bq.

Radiactividad de fondo. Es la radiacion debida a materiales de construccion,
radiaciones cdsmicas y descargas espontaneas de la atmdsfera.

Radiofarmaco: Es una sustancia quimica que contiene dentro de su estructura un
atomo radiactivo, y que por su forma farmacéutica, calidad y cantidad de radiacion,
puede ser administrado en humanos con fines de diagndstico o terapéuticos.

Radionuclido: Nuclido que es radiactivo.

Vida media: Tiempo requerido para reducir una actividad inicial a la mitad. Es
independiente de cualquier condicidén fisico-quimica y es caracteristica de cada
radionuclido.

Vida media efectiva: Es la relacion entre la pérdida del radiofarmaco debido al
decaimiento fisico y su eliminacion bioldgica.

Tiempo de vida media fisica: El tiempo de vida media de un radioniclido es el
tiempo requerido para que una actividad dada alcance la mitad de su valor inicial y esta
relacionado con la constante de desintegracion por la ecuacion:

tip=1In2
A
Donde A es la constante de desintegracion especifica para cada radionucleido
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12. Ahexos

1. Material usado en el desarrollo experimental del proyecto

a) Vasos de precipitados de 50 mL.

b) Una barra magnética de 1/2 X 1/8 pulgadas.

c) Micropipetas de 10-100 pL con puntas amarillas estériles y desechables.
d) Micropipetas de 100-1000 pL con puntas azules estériles y desechables.
e) Micropipetas de 1-5 mL con puntas blancas estériles y desechables.

f) Matraz volumétrico de 50 mL, estéril y libre de endotoxinas bacterianas.

g) Filtros Millipore desechables de 0.22 um, estériles y libres de endotoxinas

bacterianas.
h) Jeringas de 20 mL desechables, estériles y libres de endotoxinas bacterianas.
i) Frascos ampula de 10 mL, estériles y libres de endotoxinas bacterianas.

j) Tapones de elastomero gris de 20 mm de didmetro, estériles y libres de

endotoxinas bacterianas.

k) Tapones de elastdmero rojo de 20 mm de diametro, estériles y libres de

endotoxinas bacterianas.
) Sellos de aluminio de 20 mm de didametro.

Equipos de laboratorio

b) Liofilizadora Hull

¢) Campana de flujo laminar VECO

d) Balanza analitica

e) Parrilla con agitacion magnética y calentamiento
f) Potenciémetro

Reactivos quimicos

a) Péptido HYNIC-E-[c(RGDfK)],, pureza >95 %
b) Cloruro estanoso anhidro

c) Tricina

d) EDDA

e) Manitol

f) Fosfato de sodio monobasico anhidro

g) Fosfato de sodio dibasico dihidratado

h) Nitrégeno gas de alta pureza 99.95 %

i) Acido clorhidrico

j) Agua grado inyectable
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