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Resumen

El Centro Especializado de Diagnostico y Terapia, del Centro de Investigaciones Médico Quirurgicas,
produce ["®F]FDG para su uso en la obtencion de imagenes mediante Tomografia por Emisién de Po-
sitrones en Cuba. El objetivo del trabajo fue definir la estabilidad del producto en diferentes intervalos
de tiempo en condiciones ambientales. Se evaluaron los parametros fisico-quimicos y microbiolo-
gicos establecidos por la especificacion de calidad: pH, identidad y pureza radionuclidica, pureza
quimica, solventes residuales, endotoxinas y esterilidad. Los resultados mostraron que la ["®F]FDG
cubana fue estable durante 12 horas de almacenamiento después de la dispensacién del producto
en condiciones de temperatura entre 22-25°C.
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Cuban ['®F]JFluorodeoxyglucose stability

Abstract

The Specialized Center for Diagnosis and Therapy of the Center for Medical Surgical Research, pro-
duce [*®F]FDG for using in medical imaging technology of Positron Emission Tomography in Cuba. The
aim of this work was to evaluate the stability of the product at different time intervals under environ-
mental conditions. ["®F]FDG pH, radionuclidic identity and purity, chemical purity, residual solvents,
bacterial endotoxins and sterility were evaluated. The results showed that Cuban [*®*F]FDG was stable

in stored conditions, during twelve hours after delivering, between 22 and 25°C of temperature.
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Introduccion

En el Centro Especializado de Diagnéstico y Terapia
(CEDT-CIMEQ) se produce mediante sintesis quimica la
molécula de 2-["®F]Fluoro-2-desoxi-D-glucosa (["®F]Flu-
desoxiglucosa o ['®F]JFDG). Este radiofarmaco se emplea,
en la propia instalacién, para la obtencion de imagenes
por Tomografia por Emisiéon de Positrones (PET, por sus
siglas en inglés), en el diagndstico de diferentes enferme-
dades, en las que se destacan las de origen oncolégico.

Para el permiso de uso clinico se cuenta con el au-
torizo del Centro para el Control Estatal de Medicamen-
tos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED). Cada
lote se transporta con su certificado de calidad, como
garantia de que el producto cumple con las especifica-
ciones establecidas en la farmacopea vigente [1].

Para la comercializacion interhospitalaria es necesario
definir las condiciones de almacenamiento, transportacion
y validez del producto, segun las propias normativas del
CECMED [2, 3]. Muchas son las variables que pueden in-

cidir en la pérdida de la estabilidad de un radiofarmaco [4],
por lo que se hace necesario realizar estos estudios para
conocer su comportamiento en el tiempo bajo determina-
das condiciones.

El trabajo consistié en estudiar la estabilidad, en con-
diciones ambientales, de tres lotes de produccion con-
secutivos de [8F]FDG, a través de la evaluacion de los
indicadores de calidad establecidos para el producto.

Materiales y métodos

En el Departamento de Produccion de Radiofarma-
cos se desarrolla la produccién de ['®F Jfludesoxiglucosa,
mediante sintesis quimica por sustitucién bimolecular.
Una vez concluida, una muestra del radiofarmaco pasa
al laboratorio de control de la calidad donde se realizan
los ensayos establecidos. El estudio de estabilidad se
realizd a tres lotes consecutivos de producciéon: A, By
C. Las muestras se presentaron en bulbos de geometria
10 R, etiquetados con la informacién especifica de cada
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uno de ellos. El estudio se desarrollé durante los tiem-
pos 0; 3; 6; 8; 10 y 12 horas. El tiempo cero corresponde
al momento de la dispensacion de la muestra inicial y
los restantes tiempos coinciden con el tiempo de alma-
cenamiento de las muestras a partir de la dispensacion
referida. Las seis muestras de cada lote se almacenaron
a temperatura ambiente en contenedores plomados,
como los que se usaran en la distribucién del radiofar-
maco. La temperatura de almacenamiento se controld
con el termohigrémetro calibrado Opus 20.

A todas las muestras se le realizaron los ensayos fisi-
co-quimicos que garantizan la calidad del producto segun
lo descrito en la farmacopea americana (USP 40) [1]. Los
mismos contemplan la apariencia, la pureza quimica me-
diante la determinacién de la concentracién de kryptofix
y de los solventes residuales etanol y acetonitrilo, el pH,
la pureza radioquimica, la pureza radionuclidica a través
del tiempo de vida media del isétopo radiactivo y la de-
terminacién de la correspondencia entre la actividad de la
muestra y la emisién gamma de los picos emitidos a 511
y 1022 keV [1], en cada uno de los tiempos establecidos.
Los ensayos microbioldgicos de determinacién de la con-
centracion de endotoxinas se realizaron a las muestras de
los puntos de 0; 3; 10y 12 horas y la respuesta a la este-
rilidad microbioldgica se realizé en el punto inicial de cada
lote en estudio, dado que en el ensayo se reportan los re-
sultados pasados 14 dias de la produccion.

Las determinaciones del tiempo de vida media se
realizaron en calibrador de dosis, con sus controles dia-
rios ejecutados y con la calibracién vigente.

Las mediciones potenciométricas se realizaron pos-
terior a la calibracién previa con las soluciones tampo-
nes correspondientes, segun el intervalo de pH definido
en la farmacopea [1].

Para la determinacién de la pureza radionuclidica
se utilizd el espectrédmetro gamma con detector de ger-
manio hiperpuro y analizador multicanal (HPGe). En el
ensayo se reporto el porcentaje de la actividad de los
picos alrededor de los 511 y 1 022 keV, asociados a la
aniquilacion de la desintegracion p* del '®F y a la suma
de dos fotones detectados, con respecto a la actividad
del espectro total de la muestra.

La determinacion de la concentracién de los sol-
ventes residuales de etanol y acetonitrilo, se realizd
mediante cromatografia gaseosa. La concentracion se
determiné semicuantitativamente al comparar los picos
correspondientes de etanol y acetonitrilo, con un patréon
que contiene las concentraciones limites permisibles de
estos solventes, para el etanol 5 mg/mL y para el aceto-
nitrilo 0,41 mg/mL. [5].

La pureza radioquimica de ['®F]FDG se identifico uti-
lizando la técnica de cromatografia de placa delgada.
Se usaron laminas de silica gel sobre soporte de alu-
minio. La deteccién de las impurezas se realizé en el
escaner TLC (B*). Se utilizd un software especifico para
la cuantificacién de la pureza del producto terminado
['®F]FDG y sus impurezas.

La determinacién semicuantitativa de la concentra-
cién de kryptofix se realizd mediante la comparacion
de la coloraciéon del revelado, en camara de iodo, de la

mancha de la muestra con la mancha del patrén, que
corresponde a una concentracién de 50 yg/mL. [1]. Las
evidencias se registraron a través de fotos.

Las determinaciones de la concentracion de en-
dotoxinas se realizaron en un espectrofotometro. En la
técnica se determind la absorbancia de un croméforo
liberado en la cascada de reacciones causada por la
interaccion de endotoxinas bacterianas con el reactivo
LAL, que contiene amebocitos (leucocitos) del cangrejo
herradura (Limulus polyphemus o Tachypleus tridenta-
tus). Para la cuantificacién de la concentracién de endo-
toxinas se utilizé el software Spectro Star Nano.

La esterilidad del radiofarmaco se realizd6 mediante
inoculacion directa en los medios de cultivo caldo tiogli-
colato y triptona soya. Las muestras se mantuvieron en
incubacion a temperaturas de 30-35°C y 20-25°C res-
pectivamente durante 14 dias.

Los resultados se procesaron con el paquete esta-
distico STATGRAPHICS Centurion XV.II

Resultados

La temperatura en las condiciones de almacena-
miento oscilé entre 22 y 25°C, durante el desarrollo de
los ensayos.

La apariencia de cada una de las muestras en los
lotes estudiados y en los diferentes momentos cumple
con la especificacion de calidad, todas fueron muestras
transparentes e incoloras.

En todos los casos la deteccidn visual de la tonali-
dad de la muestra estuvo por debajo de la coloracién
de la mancha correspondiente al patrén de 50 ug/mL.
Los resultados del comportamiento de la concentra-
cion de kryptofix en el tiempo 0 y 12 horas después
de la dispensacién en los tres lotes se presentan en la
figura 1.

Como puede observarse en la tabla 1, el pH tuvo un
comportamiento muy estable en cada uno de los lotes
estudiados. Se comprobé estadisticamente que los lo-
tes son homogéneos, no existen diferencias significati-
vas con un nivel de confianza del 95% entre los valores
de pH encontrados en el tiempo, segun el método de
las diferencias minimas significativas de Fisher.

Tabla 1. Comportamiento del pH en los diferentes lotes en estudio de estabilidad
de ["®F]FDG

Lotes A B c

Promedio pH 6,38 6,45 6,24
Desv. est. 0,19 0,39 0,29
C.V. (%) 2,99 6,00 4,62

Desv. est.- Desviacion estandar y C.V.-coeficiente de variacion

En latabla 2 se presentan los resultados de la com-
paracion de los valores de pH entre los lotes A, B y
C. Se encontré que no existen diferencias estadistica-
mente significativas entre las medias de las tres varia-
bles con un nivel del 95% de confianza.
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Figura 1. Evidencias de la determinacion de la concentracion de kryptofix en los
lotes A, By C, durante los tiempos de 0y 12 horas.

El comportamiento de la pureza radioquimica en
los lotes A, B y C, durante el desarrollo del estudio
de estabilidad se presenta en la tabla 3. Los valores
medios oscilan entre 95 y mas de 97 %, determinados
con un coeficiente de variacién menor del 3%.

Tabla 2. Resultados del ANOVA en el estudio de estabilidad del pH, entre los
valores obtenidos durante los tiempos 0; 3; 6; 8; 10 y 12 horas después de la
dispensacion para cada uno de los lotes (A, By C) y entre ellos.

Fuente c?:l;':;((ijgs Gl Cll'\::(;ia:o Razén-F | Valor-P
Entre grupos 0,133 2 0,066 0,74 0,49
Intra grupos 1,348 15 0,090

Total 1,480 17

Tabla 3. Comportamiento de la pureza radioquimica (%) en los diferentes lotes
durante el estudio de estabilidad de ['®F]FDG.

Este indicador mostré igual comportamiento en
el tiempo en cada uno de los lotes estudiados. En las
pruebas de multiples rangos, mediante el procedimiento
de diferencia minima significativa de Fisher, se encontro
que no hay diferencias estadisticamente significativas
entre cualquier par de medias, con un nivel del 95% de
confianza.

El comportamiento del tiempo de vida media en las
muestras se presenta en la tabla 4. La media de los
valores oscilé entre 107,92 y 110,55 minutos, con un
coeficiente de variacion menor del 3%.

Tabla 2. Resultados del ANOVA en el estudio de estabilidad del pH, entre los
valores obtenidos durante los tiempos 0; 3; 6; 8; 10 y 12 horas después de la
dispensacion para cada uno de los lotes (A, By C) y entre ellos.

. | Desviacion | Coeficiente
Promedio . .
Recuento (min,) estandar de varia-
' (min.) cion (%)
Tiempo de vida 6 110,55 1,26 1,14
media lote A
Tiempo de vida 6 107,92 3,16 2,93
media lote B
Tiempo de vida 6 110,12 3,07 2,79
media lote C
Total 18 109,53 2,75 2,51

En el estudio estadistico del comportamiento del
tiempo de vida media en un lote y la interaccién entre
los tres lotes del estudio, se encontré que no hay dife-
rencia estadisticamente significativa entre las medias de
las variables con un nivel del 95% de confianza, segun
el ANOVA de los datos y las pruebas de multiples ran-
gos. Estos resultados se corroboran con con los obte-
nidos en el HPGe, donde en todos los casos el 100%
de la actividad corresponde con la energia de emision y
aniquilacion positronica.

En la determinacion de los solventes residuales en
los tres lotes del producto terminado de ['®F]FDG la
concentracion de etanol en los diferentes tiempos fue
inferior al limite establecido para este solvente de 5 mg/
mL [1]. Siempre se encontraron, en el cromatograma,
los picos por debajo de la muestra patrén. En el caso
del acetonitrilo no se detectaron picos, por lo que su
concentracion resulté por debajo al limite de deteccion
del método para este solvente (0,41 mg/mL). En la figu-
ra 2 se presenta el conjunto de cromatogramas obteni-
dos en el estudio del lote C.

Tabla 3. Comportamiento de la pureza radioquimica (%) en los diferentes lotes
durante el estudio de estabilidad de ['®F]FDG.

Lote evaluado | 0 horas 3 horas 10 horas | 12 horas
A 1,74 2,15 1,91 1,74
B 1,88 2,37 2,01 1,88
C 2,22 2,31 1,24 1,17

Lotes A B C

Promedio (%) 95,52 96,94 97,19
Desv. Est. (%) 2,69 1,90 0,43
C.V. (%) 2,82 1,96 0,44

Desv. est.- Desviacion estandar y C.V.-coeficiente de variacion
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Figura 2. Comportamiento de la concentracion de los solventes residuales (etanol y acetonitrilo) durante los tiempos de 0; 3; 6; 8; 10 y 12 horas después de la dispensacion

del lote C.

Discusion

Los lotes A, B y C, cumplieron los indicadores de
calidad del producto exigidos en la farmacopea USP 40
[1], durante los tiempos 0; 3; 6; 8; 10 y 12 horas después
de dispensaciéon del radiofarmaco. Las muestras en
todo momento mantuvieron su apariencia transparente
e incolora. La pureza quimica se mantuvo dentro de los
parametros establecidos de concentracion de kryptofix
(menor que 50 pg/mL), etanol (menor que 5 mg/mL) y
acetonitrilo (menor que 0,41 mg/mL). [5].

Los valores de pH se encontraron en el rango de 4.5
— 7.5y se cumplié con la especificad de este parame-
tro [1]. Existié estabilidad en el comportamiento de los
valores de pH. Los valores se comportaron iguales para
cada uno de los lotes en el tiempo y entre ellos, con un
nivel de confianza del 95%. La estabilidad en los valores
de pH del producto terminado representa una garantia
del desarrollo del proceso de sintesis quimica, ya que
permite contar con una solucion inyectable de ['®F]FDG
sin alteraciones del pH en, al menos, 12 horas después
de la dispensacién del mismo.

Por otra parte, al demostrar que la pureza radio-
quimica cumple con la especificacion de calidad en el
periodo de estudio, sirve ademas como indicador de
la efectividad con que se logré la sustitucion nucleofi-
lica durante el proceso de sintesis. Esto indica que el
porcentaje de marcaje de la molécula de FDG durante
este proceso, es muy superior a las posibles impure-
zas acetiladas y fluoradas que se pueden obtener en
el mismo.

El tiempo de vida media es un parametro muy im-
portante en la determinacién de la calidad del producto
final. Este ofrece la seguridad de que la radioactividad

de la muestra, corresponda al isétopo positrénico Fluor
-18, con el objetivo de garantizar un certero diagnostico
en los pacientes a través del PET. Todas las muestras
cumplieron este indicador, los valores se encuentran en-
tre 105 y 115 minutos, especificacion que corresponde
al Fluor-18 [1].

Los resultados obtenidos durante el estudio de la
molécula de [®FJFDG cubana son comparables con
estudios similares. Ferreira y colaboradores reportan
como tiempo de validez de ['®F]FDG, 10 horas después
de producida la molécula [6].

Conclusiones

La molécula de ["®F]fludesoxiglucosa cubana es
estable durante 12 horas en condiciones de almacena-
miento entre 22 y 25°C.
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