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Resumen

En este trabajo, se realizo el disefio, optimizacion, control de calidad de pureza radioquimica,
cualidad bioldgica y estudios de estabilidad en el tiempo de una foomulaciéon de macroagregados
de albumina a partir de la desnaturalizacion controlada de la ASH. Se realizé un disefio
experimental con un plan factorial 23 para determinar las condiciones ideales de la formulacion.
Los resultados mostraron que la concentracion de albumina en el intervalo 5-15 mg/mL es
irelevante, sin embargo, el pH final de la mezcla y la velocidad de agitacion si fueron relevantes,
asi como todas las variables de interaccion. Con las condiciones seleccionadas en el diseiio
experimental, se obtuvieron formulaciones con tamaiio de particulas con diametros comprendidos
entre 11 y 80 y, que cumplieron los criterios de pureza radioquimica establecidos
internacionalmente, asi como la condicion de esterilidad y apirogenicidad. La biodistribucion en
animales de experimentacion mostré6 imagenes pulmonares de buena calidad. Los lotes
producidos mantuvieron estabilidad fisica, radioquimica, biolégica y microbiolégica durante 90
dias de conservacion a 4 °C.

PREPARATION OF *°"Tc-MACROAGGREGATED ALBUMIN FOR LUNG PERFUSION STUDIES

Summary

The present paper shows the design, optimization, quality control for testing radiochemical purity,
biological quality and real-time stability studies of a preparation of macroaggregated albumin
from the controlled denaturation of HSA. An experimental design with a 23 factorial plan was
carried out in order to determine the ideal conditions for the preparation. The results showed that
variations of albumin concentrations within the range of 5-15 mg/mL were irrelevant, however, the
final pH of the mixture and the stirring speed were significant variables, as well as their interaction.
Formulations with particles of diameter between 11 and 80 p were obtained with the conditions
selected in the experimental design which met the internationally established criteria for
radiochemical purity, sterility and apyrogenicity. The biodistribution in experimental animals showed
good quality lung images. The produced lots maintained physical, radiochemical, biological and
microbiological stability during 90 days of storage at 4 °C.

Key words: albumins, blood serum, emboli, labelling, lungs, quality control, radiopharmaceuticals,
thrombosis, technetium 99
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Introduccioén

Eltromboembolismo pulmonar (TEP) es la obstruc-
cion parcial o completa del flujo sanguineo arterial
pulmonar [1,2]. Ocurre cuando uno o mas coagulos
(trombos), que estan fijos en una vena del cuerpo, se
desprenden y van por la circulacion hasta el pulmén,
donde quedan obstruyendo el paso de la sangre por
las arterias. Produce una serie de eventos
fisiopatoldgicos que se pueden caracterizar como «res-
piratorios» y «<hemodinamicos» (embolia pulmonar).

A nivel mundial los reportes de tromboembolismo
pulmonar arrojan valores aproximados de
500 000-600 000 pacientes al afo, y se estima que
alrededor del 10% de todos los TEP son causa de
muerte, de las cuales sélo se diagnosticaron en vida
del paciente 30% [3-6]. En nuestro pais las estadisticas
muestran una incidencia de aproximadamente 28,6 por
cada 100 000 habitantes al ano, valores que ubican
esta enfermedad en el lugar seis dentro de las
principales causas de muerte de todas las edades [7].
Por tanto se considera el embolismo pulmonar como
una de las patologias mas frecuentes y graves en la
practica clinica.

Las técnicas imagenoldgicas como la TAC
multicorte y la RMN han desplazado a muchas técni-
cas nucleares en los procedimientos médicos [8], no
obstante es la gammagrafia pulmonar con *"Tc-MAA
el estudio de eleccion para evaluar la perfusion
pulmonar, debido a los bajos costos y a la valiosa in-
formacion clinica que brinda.

En Cuba en la década del 80 y principios del 90
se desarrollaron formulaciones de ®™Tc-MAA a partir
de ASH importada. La epidemia del SIDA provocé la
prohibicién de la importacién de hemoderivados y
desde este momento no se realizan gammagrafias de
perfusion pulmonar. Por ello nos dimos a la tarea de
desarrollar una formulacién de *"Tc-MAA que permita
realizar este tipo de estudio.

Materiales y Métodos

Con el objetivo de profundizar en el entramado de
factores que influyen en la obtencion de
macroagregados de albimina (MAA) se realizé un di-
sefo experimental, teniendo en cuenta las condicio-
nes presentes en el Laboratorio de Radiofarmacia del
INEF.

Se utilizé un plan factorial 23, las variables indepen-

dientes estudiadas fueron la concentracion de albumina
sericahumana (C,,), el pHYy la velocidad de agitacion.
La variable dependiente fue el rendimiento expresado
como porcentaje de particulas que se encontraban
entre 10-80 um con respecto a la poblacion total de
particulas.

Se realizaron 8 experimentos con 3 réplicas para
cada punto, los resultados experimentales se proce-
saron mediante el programa estadistico DISEXP y se
determind el experimento de mayor rendimiento del
cual se realizaron 8 réplicas para el procesamiento
estadistico de este.

Los experimentos se realizaron con solucion de
ASH al 20%, suministrada por el Centro de
Hemoderivados «Adalberto Pensat Gonzalez». La pre-
paracion se efectud en un flujo laminar (pbiMiniflo).

Se prepararon soluciones de 5y 15 mg/mL de ASH
en 10 mL de solucion que contiene 100 mg/mL de
acetato de sodio (calidad P. A., Merck) en agua estéril
para inyeccion (AEPI), a las cuales se les anadié
3,5 mg de Sn2* /mL de HCI 1N. A la mezcla resultante
se le ajusto el pH a 4,5 con solucion de HCI 1 No a
5,5 con solucion de NaOH 1N. Luego se introdujo en
un contenedor plastico perforado, el que fue acoplado
a un agitador magnético (Labline MR 25, RDA) y pos-
teriormente se sumergié en un bano de agua termos-
tatico (Uni-Bath). Se efectuo agitacion circular a 100
6200 rpm por 8 min a 78 °C. Al finalizar se extrajo el
frasco y se introdujo en agua a temperatura ambiente
hasta alcanzar el equilibrio térmico.

Se control6 el tamano de particulas por medio de
microscopia éptica, método de eleccion para el con-
trol a los MAA, aceptandose una preparacion como
optima cuando existe mas de 90% de las particulas
entre 10-90 um [9,10]. Las muestras se tifieron con rojo
de bengala y se midieron 150 particulas/alicuota. Las
particulas se agrupan por intervalos de tamanos (0-10,
11-20, 21-30, 31-40, 41-50, 51-60, 61-70, 71-80,
>81 um). Posteriormente se calculé el porcentaje
correspondiente a cada intervalo [11].

El marcaje de los frascos que contenian las
formulaciones de MAA en estudio, se realiz6 adicio-
nando 370 MBq de *"TcO,, el cual se obtuvo previa-
mente a partir de la eluciéon de un generador de
Molibdeno-Tecnecio (**Mo - *™Tc) producido en el
CENTIS. Una vez anadido el pertecnetato radiactivo
(*"Tc0O,), la mezcla se agit6é durante 5-10 minutos y
se tomaron alicuotas de 1,0 uL para realizar el con-
trol de calidad.

La pureza radioquimica del radiofarmaco *mTc-
MAA se determind combinando diferentes procedi-
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mientos. Utilizamos la cromatografia de papel ascen-
dente (CPA) para determinar el *™TcO, libre, usando
como solventes acetona y solucién salina fisioldgica
estéril (SSFE). Se empled la centrifugacién para
determinar los MAA marcados con *"Tc [12, 13].

Una vez obtenidas las condiciones tecnolégicas
Optimas se procedio a la formulacion de los tres lotes
en estudio, identificados como: 001, 002, 003. Para
ello se utilizé 15 mg/mL de ASH, se ajusté el pH a 5,5
con solucién de NaOH 1Ny la velocidad de agitacion
a 100 rpm.

Se realizé un estudio de cinética de marcaje y es-
tabilidad en el tiempo. Para esto se determiné la pu-
reza radioquimica transcurridos 15 segundos, 2, 5, 10,
20y 30 minutos, 3y 24 horas.

Las muestras se analizaron en el CIDEM para el
control de esterilidad y pirogenos empleando los
métodos descritos por la USP 30 [14].

La biodistribucion se realizé en ratas Wistar, las
cuales fueron anestesiadas para inyectar en la cola
37 MBq de *mTc-MAA. La adquisicién de la imagen
gammagrafia estatica (10 minutos) se realiz6 a los 30
minutos de la inyeccién. Luego se sacrificaron las
ratas por dislocacion cervical, se extraen los 6rganos
de interés, se pesan y se determina la actividad en
cpm. Los resultados se expresan como % dosis/g
de tejidos.

Con el fin de confirmar la vida util de las
formulaciones, conservadas a temperatura de refrige-
racion, se realizo el estudio de estabilidad en el tiem-
po, empleando el método de vida estante. Se anali-
zaron los 3 lotes del radiofarmaco almacenandolos a
4 °C, realizando las valoraciones correspondientes a
los tiempos de 0, 30, 60y 90 dias.

Resultados y Discusion

Los resultados del disefno experimental mostraron
que de las variables independientes estudiadas el co-
eficiente que representé la concentracion de ASH no
resulté significativo en el intervalo evaluado, mientras
que resultaron significativos el pH y la velocidad de
agitacion, asi como todas las variables de interaccion.

Teniendo en cuenta que la mayor concentracién de
albumina debe elevar el rendimiento de MAA, debido
alaumento de las interacciones moleculares, se deci-
dié utilizar en la formacion de los MAA la mayor con-
centracidon de ASH, que corresponde a 15 mg/mL, in-

dependientemente que esta variable no habia resulta-
do significativa en el intervalo estudiado. A su vez se
selecciono el valor de 5,5 para el pH y 100 rpm como
velocidad de agitacion, en correspondencia con los
resultados del disefio experimental.

Con las condiciones seleccionadas, manteniendo
la concentracion de Sn?* en 0,14 mg/mL, una
T = 78°Cy un tiempo de agitaciéon de 8 minutos, se
realizé el procedimiento de produccion. Los resultados
tras 8 repeticiones mostraron que se obtenia una po-
blacién de MAA que incluia 93,23 + 2,9% de particulas
en el intervalo de tamafos de 10-80 um y no se en-
contraron particulas mayores de 150 um (figura 1).

53 ;“'4,,?,;‘,‘: Sl

Figdra 1. MAA con dimensiones de 20-40p.

La biodistribucién de este radiofarmaco en el or-
ganismo va a estar dada por el tamafo de particulas
las cuales deben tener un didametro entre 10-90 um
[15,16]. Las particulas mayores de 10 um son atrapa-
das por los macrofagos alveolares en los capilares
pulmonares por un proceso mecanico llamado
atrapamiento capilar y luego son degradadas por pro-
teinas enddgenas no esenciales. Silas particulas po-
seen un diametro mayor de 100 um pueden provocar
la obstruccién de los alveolos y causar la muerte del
paciente, y si son menores de 10 um el producto se
biodistribuye fundamentalmente en el higado y bazo,
lo que producird la visualizacién de estos 6rganos y
debido a la escasa incorporacion en los pulmones, la
imagen obtenida no permitira hacer un diagnostico
preciso del TEP [17,18].

La eficiencia del marcaje de los MAA con
%mTcO, mostro valores de 99,68 + 0,26% en CPA'y
95,83 + 1,15% para la centrifugacion; demostrandose
que fue exitoso el marcaje, ya que estos resultados de
pureza radioguimica sobrepasan el limite reportado en
la literatura que es 90,0% (88,89). Ver figura 2.
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Figura 2. Estudio cinético del marcaje.

En las muestras analizadas por el CIDEM [14],
después de los periodos de ensayo se observod ausen-
cia total de microorganismos viables y la temperatura
se mantuvo constante en el grupo de animales estu-
diados, concluyendo que estas se consideran estériles
y apirogénicas.

Las gammagrafias realizadas a las ratas después
de 30 minutos de inyectado el radiofarmaco, mostra-
ron (figura 3) una buena captacién pulmonar, no se
observé captacién apreciable en higado, tiroides, y
bazo, lo que demuestra el adecuado tamano de las
particulas en la preparacion.

Figura 3. Gammagrafia exploratoria.

Los porcentajes de dosis/gramo (% D/g) obteni-
dos para cada érgano de interés se muestran en la
tabla 1, donde se aprecia una buena captacion
pulmonar superando los limites establecidos (80,0%),
los valores en higado, bazo, rifones, corazén y sangre
muestran valores bajos que no afectan la captacion
del 6rgano blanco (pulmones).

Se observé la evidencia clara de los pulmones en
la gammagrafia, sin la aparicién imagenologica de
ningun otro érgano que interfiera en ella. Los valores
de % D/g obtenidos son muy similares a los reporta-
dos en la literatura internacional con otras
formulaciones de MAA [19], lo que nos brinda la posi-
bilidad de utilizar el radiofarmaco para diagnosticar la
trombosis pulmonar.

En las tablas 2 y 3 se observan los resultados del
estudio de la estabilidad en el tiempo del radiofarmaco
en analisis.

Teniendo en cuenta que la formulacién propuesta
es una suspension de macromoléculas obtenidas a
partir de la desnaturalizacién de una proteina, se de-
terminaron las dimensiones de los MAA alos 0, 30, 60
y 90 dias (tabla 2). Inicialmente los tres lotes mostra-
ron un rendimiento superior al 95% de particulas, con
tamanos comprendidos entre 10-90 um, valores que
fueron disminuyendo en el transcurso de los dias hasta
aproximadamente 91,0%. Esta disminucién es l6gica
y es debido al fraccionamiento en los enlaces y el
reordenamiento en la estructura molecular de la
proteina, lo que provoca la fractura de las
macromoléculas dando lugar a la formacién de
microagregados.

Los valores de pureza radioquimica obtenidos
usando la CPA se mantuvieron estables durante los 90
dias, por encima de 99,0% en todos los casos. Resul-
tado este muy satisfactorio, ya que indica la poca pre-
sencia de *™TcO,  libre, una de las impurezas
radioquimicas que mas afecta la biodistribucion de los
radiofarmacos de *mTc.

Los valores obtenidos con el control de calidad por
medio de centrifugacién, superan 95,0% de pureza en
todos los casos para el tiempo cero (inicio del estu-
dio), observandose una disminucion a partir de los 30
dias que concuerda con el decrecimiento obtenido en
el analisis del tamafo de particulas. Mediante la
centrifugacion precipitan los MAA marcados y se pue-
de determinar el porcentaje que se enlazé con el iséto-
po, pero a medida que transcurren los dias hay una
tendencia a la formacién de microagregados que tam-
bién se enlazan al tecnecio, y al realizar la centrifu-
gacion quedan en el sobrenadante, por lo que decrece
el porcentaje de *mTc-MAA.

En todos los casos se obtuvo un rendimiento su-
perior al 90,0% durante los 90 dias para los tres lotes
estudiados, valor aceptable para su uso clinico segun
los limites establecidos [9,20].

Los estudios biolégicos (tabla 3) mostraron una
adecuada incorporacion en pulmén durante los

22

NucLeus, No. 45, 2009



Ciencias Nucleares .

Tabla 1.Porcentajes de dosis en estudios de biodistribucion

Porcentajes de dosis/gramo (% D/g) N =3
Higado Bazo Rifones Corazén Sangre Pulmones
1,53 £ 0,51 0,93 + 0,64 2,96 * 0,64 0,14 + 0,08 0,06 + 0,02 87,1+3,78
Tabla 2. Estabilidad de la formulacion en el tiempo
Lote Tiempo Tamaiio CPA (%) Centrifugacion
(dias) de Particulas (%)
(% entre 10-90 pm)
0 95,60 * 3,07 99,68 £ 0,26 95,83 + 1,51
0 30 93,44 £ 3,08 99,59 *+ 0,26 92,39 1,41
0 60 91,23 + 1,04 99,44 +0,13 91,23 + 0,68
! 90 91,08 £ 0,80 99,43 +0,17 91,16 £1,10
0 96,14 + 4,09 99,75 + 0,31 96,60 £ 1,85
0 30 94,78 * 3,68 99,61 £ 0,20 93,59 + 1,60
0 60 92,34 + 2,05 99,50 + 0,15 92,70 + 1,38
2 90 91,14 + 0,60 99,39+0,18 91,89 £ 0,99
0 95,73 +2.99 99,87 + 0,25 95,86 + 1,20
0 30 93,91 3,01 99,54 + 0,04 92,24 + 1,17
g 60 91,56 £ 2,12 99,48 £ 0,11 91,67 £ 1,05
90 91,24 + 0,31 99,40 + 0,02 91,13 + 0,68

90 dias, los valores sobrepasan 80,0% en todos los
lotes. Se observa una ligera disminucion en cuanto a
la incorporacion en el érgano diana (pulmones) y un
ligero aumento en 6rganos del sistema
reticuloendotelial [15,21], que se corresponde con los
resultados de pureza radioquimica y tamano de parti-
culas, pero a pesar de ello esta variacion no afecta la
visualizacién del 6rgano, ni provoca la presencia de
interferencias de otros 6rganos al realizar la
gammagrafia. Esto permite afirmar que el producto se

mantiene estable y se puede utilizar durante este
tiempo para el diagnéstico de trombosis pulmonar
[9,20,22].

Los tres lotes mostraron resistencia al crecimiento
microbiano y se mantuvieron apirogénicos durante los
90 dias, segun los reportes del CIDEM; resultados que
corroboraron una manipulacién satisfactoria durante el
proceso de formulacion [9,20,14].
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Tabla 3. Biodistribucién en el tiempo

|Porcentajes de dosis por gramo de tejido (%D/g)
Lote | Tiempo |Higado Bazo Rifiones Corazén Sangre Pulmones
(dias)
] 1,53+0,51 |0,93+0,64 |2,96+0,64 |[0,14+0,08 |0,06+0,02 |87,10+* 3,78
0 30 1,60+0,07 |[1,09%0,01 |1,50+0,11 |[0,43+0,11 0,27 £0,02 |85,30 2,28
0 60 2,01+0,08 |1,10+0,02 |1,72+0,72 0,13+0,01 ]0,21+0,03 |[382,19 + 2,56
! 90 2,3 0,05 1,13+0,35 |[1,75+0,27 |0,14+0,06 0,19 +0,04 |81,02 1,64
] 1,33+0,11 |0,73+0,68 |1,96+0,59 [0,12+0,09 |0,04+0,01 |88,09*2,17
0 30 1,42+017 |[0,92%+0,12 |1,10*0,15 |[0,10+0,01 0,17 £0,03 |86,50 * 2,36
0 60 1,79+0,23 [1,08+0,08 |1,32+0,12 |[0,11+0,01 0,11 +0,03 |83,40 * 2,02
2 90 2,00+0,01 |1,10+0,25 |1,35+0,25 |0,08+0,16 |0,09 0,02 |[82,08 1,54
] 1,43+041 |0,83+0,51 |2,16+0,24 [0,13+0,05 |0,05+0,03 |87,40*3,18
0 30 1,50 £ 0,07 |0,90%+0,11 |1,30+0,01 |[0,12%+0,01 0,26 +0,01 |85,27 £2,15
: 60 1,99+0,18 [1,21+0,01 |1,52+0,68 [0,12+0,12 0,19 +0,01 |82,22 +2,80
90 2,01+0,03 |1,15+0,58 |1,55%+0,70 |0,13+0,08 |0,20+0,03 |[81,07 1,04
N=3
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