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Resumen

Se realizo la validacion de un método analitico para la determinacion de la pureza
radioquimica del radiofarmaco Pertecnetato de sodio *™Tc solucion inyectable, mediante
cromatografia en capa delgada (TLC) con un sistema de Escéner radio-TLC, el mismo que
permite evaluar la calidad del producto. Se evaluaron los parametros de selectividad,
linealidad, precision, robustez, limite de deteccion, limite de cuantificacion, rango y
estabilidad de la solucion muestra. En las condiciones experimentales se demostro
estadisticamente que el método por TLC-scanner es selectivo para la banda de pertecnetato
TcO4 Rf de 0,9 y para la impureza radioquimica TcO» Rf de 0,1, la linealidad desde 0,25 a 3,0
mCi/mL, la precision intermedia con RSD global de 0,237%, la robustez con RSD global
0,012%, el limite de deteccion de 0,03% mCi/mL, limite de cuantificacion de 0,24 mCi/mL,
rango conforme y la estabilidad de la solucion muestra evaluado en los tiempos 0, 2 y 3 horas
con un RSD global de 0,196% obteniéndose resultados conformes. En todas las operaciones
se verificaron la conformidad de las pruebas a los criterios de aceptacion en cada una de las
etapas de validacion. Se concluye la validez de nuestro método en las condiciones establecidas
y es apta para su uso en el proceso de elaboracion del pertecnetato de sodio ™ Tc.
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Validation of an analytical method by TLC-scanner for the
determination of radiochemical purity of sodium pertechnetate
9mT¢ injectable solution

Abstract

The validation of an analytical method was carried out for the determination of the
radiochemical purity of the radiopharmaceutical Pertecnetate sodium *™Tc solution for
injection, by means of thin layer chromatography (TLC) with a Radio-TLC scanner system,
which allows to evaluate the quality of the product. The parameters of selectivity, linearity,
precision, robustness, limit of detection, limit of quantification, range and stability were
evaluated in the sample solution. Under the experimental conditions, the TLC-scanner method
was statistically demonstrated to be selective for the pertechnetate band TcO4 Rf of 0.9 and
for the radiochemical impurity TcO, Rf of 0.1, the linearity from 0.25 to 3.0 mCi / mL,
intermediate precision with overall RSD of 0.227 %, robustness with overall RSD 0.012 %,
detection limit of 0.03 % mCi / mL, limit of quantification of 0.24 mCi/mL, conformal range
and stability of the sample solution evaluated at times 0, 2 and 3 hours with a global RSD of
0.196 % obtaining compliant results. In all the operations, the conformity of the tests to the
acceptance criteria was verified in each of the validation stages. Under the established
conditions, the validity of our method is concluded to be suitable for use in the process of
making *™Tc sodium pertechnetate.
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semidesintegracion fisica de solo 6 horas, que
1. Introduccion posibilita administrar actividades del orden de
los mCi sin que signifique una alta dosis para
un paciente. La naturaleza quimica de los
radiofirmacos de *"Tc es amplia e incluye

El #™Tc es el radioisétopo mas utilizado en
medicina nuclear debido a su periodo de
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radionucleidos primarios, como el caso del
99mTc—per‘tecnecia‘to y compuestos marcados
[1]. EI control de calidad para radiofdrmacos
abarca categorias como: controles fisico-
quimicos, controles bioldgicos y controles
nucleares. Dentro de los controles fisico-
quimicos encontramos la pureza radioquimica,
definida como la fraccion de radioactividad
total en la forma quimica deseada presente en
el radiofarmaco. Estas impurezas pueden ser
causadas por descomposicion del radiofarmaco
debido a la acciéon del solvente usado,
temperatura, luz, radidlisis o marcacion de una
impureza con el mismo radionucleido; por
ejemplo, la presencia de *"Tc reducido
hidrolizado en complejos marcados con *™Tc.
Los métodos analiticos mas usados para
detectar 'y determinar las impurezas
radioquimicas de un radiofarmaco son la
precipitacién, cromatografia en papel, capa
fina y en gel, electroforesis en papel y en gel,
cromatografia liquida de alta eficiencia,
extraccion por solvente, extraccion fase solida
y destilacion [2].

El método mas utilizado, sencillo y rapido es el
cromatografico que esencialmente es un
método fisico de separacion, en el cual los
componentes a separar se distribuyen en dos
fases, una de ellas es un lecho estacionario,
mientras que la otra se mueve por percolacion
a través de este lecho, alcanzandose la
separacion gracias a las diferencias en los
coeficientes de distribucion de los compo-
nentes de la muestra. Los tipos de
cromatografia mas utilizados, debido a su facil
realizacion y el tiempo corto que requieren son
las cromatografias en papel (TLC) y en capa
delgada instantanea (ITLC) [3]. El método
farmacopéico oficial descrito por la USP 40
para Pertecnetato de sodio *"Tc inyeccion
indica que se debe colocar un volumen de
inyeccion de 20000 cuentas por minuto
aproximadamente en una tira de 25 mm x 300
mm, desarrollandose la cromatografia usando
una mezcla de acetona y acido clorhidrico 2 N
(80:20). Luego, se determina la distribucion de
radioactividad mediante barrido del cromato-
grama con un detector de radiacion colimada

[4].

Para el control de la pureza radioquimica,
donde se utilizan papel y tiras cromatograficas
de tamafio reducido, hay técnicas simples que
permiten realizar la cromatografia en un
tiempo breve [3]. Por eso, se pueden usar
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métodos o procedimientos alternativos que
proporcionen alguna ventaja en cuanto a
exactitud, sensibilidad, precision, selectividad
o adaptabilidad a la automatizacion, reduccion
de datos computarizados. Sin embargo, los
métodos y procedimientos alternativos deben
validarse de acuerdo con las pautas del capitulo
general Validacion de  Procedimientos
Farmacopéicos <1225> y debe demostrarse
que proporcionan resultados equivalentes o
mejores; por esa razon, el método propuesto
requiere de una validacidn analitica.

La validacion de un procedimiento analitico es
el proceso que se establece mediante estudios
en laboratorio, para evaluar si las caracte-
risticas de desempefio del procedimiento
cumplen los requisitos previstos [5]. El
objetivo del procedimiento analitico debe
entenderse claramente porque regirda las

caracteristicas tipicas de validacion a
evaluarse, tales como exactitud, precision,
repetibilidad, precision intermedia,

especificidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad y rango. Cabe
sefalar que la robustez no se incluye en la
tabla, pero debe considerarse en una etapa
apropiada  durante el desarrollo del
procedimiento analitico [6].

Este estudio se enfoca en la validacion del
método analitico para la determinacion de la
pureza radioquimica del radiofarmaco
Pertecnetato de sodio *™Tc¢ solucion inyectable
en un sistema de Escaner radio-TLC, que es un
escaner versatil para la deteccion confiable de
radioisotopos en tiras y placas estrechas
(Figura 1). El sistema es ideal para el control
de calidad de rutina de *™Tc, que consiste en
una etapa movil y un PMT basado en detector.

2. Experimental

El proceso de validaciéon de la metodologia
analitica de pureza radioquimica por TLC-
scanner para el radiofarmaco Pertecnetato de
sodio *™Tc solucién inyectable, por tratarse de
una metodologia no farmacopéica se ha
tomado como base los parametros de
validacion indicados en la USP y en el Informe
40 de la Organizacion Mundial de Salud. Se
utilizdé como muestra de analisis el lote:
1030728, a la que se aplicod la validacion de
tipo concurrente al método analitico de pureza
radioquimica en el producto Pertecnetato de
sodio *™Tc solucién inyectable para los
parametros selectividad, linealidad, estabilidad
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de la muestra, robustez, limite de deteccioén y
cuantificacion, precision y rango. Los
resultados  obtenidos fueron analizados
estadisticamente para cada parametro de la
validacion.

Figura 1. TLC-scanner Scan-RAM.
2.1 Descripcion del proceso

El proceso de validacion se desarrollo en el
Departamento de Control de Calidad,
Laboratorio de Radioquimica I de la Planta de
Produccion de Radioisotopos del IPEN. Los
equipos usados en el proceso de validacion de
la metodologia para determinacion de la pureza
fueron un escaner radio-TLC con cddigo
PMOSAC, marca Scan-RAM, modelo SR1A,
Serie SR1A/0117/380 (Figura 1) y una cadena
de espectrometria gamma monocanal con
codigo PMO3AC, marca Canberra (Figura 2).

Figura 2. Cadena de espectrometria gamma
monocanal.

2.2 Método analitico

El método analitico utilizado es el ensayo:
Pureza radioquimica de Pertecnetato de sodio
9mT¢ Solucion Inyectable.

2.2.1 Equipos, materiales y reactivos

Materiales:
- Papel cromatografico N° 1 de 10 x 100
mm
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- Tiras de ITLC-SG de 10 x 110 mm

- Camaras o cubas cromatograficas.

- Micropipeta de 2 a 20 pL codigo TH80AC
y micropipeta de 20 a 200 pL codigo
THS82AC.

Equipos:
- Escaner radio-TLC, cdédigo PMOSAC,
marca Scan-RAM.

- Cadena de espectrometria gamma
monocanal, codigo PMO3AC, marca
Canberra.

- Calibrador de dosis, codigo CAO5SAC,
marca Capintec.

- Monitor de radiaciones, codigo DP28JP,
marca Technical Associates.

Reactivos:

- Metiletilcetona ACS, marca J.T. Baker
Lote: 57168.

- Cloruro de estafio, marca Sigma, Lote
MKBZ7691V.

- Peroxido de hidrogeno, marca Merck,
Lote K447934310.

2.2.2 Sistema cromatografico
cromatografia en capa fina (TLC)

0 Detector : Nal (Ioduro de sodio).
0 Fase movil : Metiletilcetona ACS
0 Fase estacionaria : Tira ITLC-SG

0 Volumen : SuL.

0 Tiempo : 5 minutos aprox.
0 Valores de Rf  : Rf Tc VII (TcO4-)
10,9

0 Rf Tc IV (reducido-hidrolizado): 0,1
2.3 Desarrollo de la validacion

El control de calidad para la determinacion de
pureza radioquimica fue validado mediante el
método de cromatografia en capa delgada
(TLC) con un sistema de Escaner radio-TLC.

2.4 Parametros considerados

- Selectividad: Se prepararon 2 soluciones
muestras, 2 soluciones muestras con impureza
radioquimica *™Tc IV reducido, 2 soluciones
muestra de placebo y 1 muestra de diluyente o
muestra de fase movil.

- Linealidad/Funcion respuesta: Se conside-
raron 5 niveles de concentracion y analisis por
triplicado para cada concentracion radioactiva
de 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 mCi/mL. Se realizo
una curva de regresion en mCi/mL de la lectura
de las areas (counts) a diferentes
concentraciones radioactivas.
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- Precision: Se preparo 1 solucion muestra de
pertecnetato  de sodio  *™Tc¢  solucion
inyectable. También soluciones a concentra-
ciones de 0,25; 1,0; 3,0 mCi/mL; luego, se
hicieron 6 ensayos con diferentes equipos y
especialistas de control de calidad.

- Robustez: Se evaluo el factor de
variabilidad aportado por el cambio de tipo de
soporte: papel cromatografico y tiras de ITLC-
SG.

- Limite de deteccion y cuantificacion: Se
realiz6 andlisis, por triplicado, para cada
concentracion radiactiva entre 0,25 hasta 3,0
mCi/mL.

- Rango: Se evaluo los parametros de
precision, linealidad, LOD y LOQ.

- Estabilidad de la solucion muestra: Se
evalud la estabilidad a las 0 horas hasta las 3
horas de su preparacion.

2.5 Soluciones de trabajo

- Solucion muestra: Concentracion radio-
activa aproximada: 1,0 mCi/mL. Se diluye la
soluciéon de *™Tc con solucién de cloruro de
sodio 0,9 % para obtener una concentracion de
1,0 mCi/mL.

- Solucidn placebo: Se uso placebo entregado
por el area de produccion.

- Solucion blanco: Se us6 la fase movil.

2.6 Procedimiento

Se utiliza guantes de latex o polietileno, pinza
metalica, visor plomado, blindaje de plomado
e iluminacion adecuada.

Se coloca las tiras cromatograficas sobre un
papel toalla con la ayuda de una pinza y se
activa en una estufa a 110 °C por 30 minutos;
una vez activado se retira y utiliza inmediata-
mente, también puede almacenarse por 24
horas en un desecador sobre silicagel activada.

Luego, se coloca la tira activada sobre una
toalla y se pone en la zona de sembrado del
laboratorio. Marcar una linea suave a 1,5 cm
del inicio, sembrar con una micropipeta 5 puL
de la solucién muestra de *™Tc en un extremo
de la tira; enseguida, secarla a temperatura
ambiente por 1 minuto aproximadamente.

Posteriormente, la tira se coloca en la cuba
cromatografica previamente equilibrada en la
fase movil, teniendo en cuenta que la altura, en
la cuba, no debe superar los 0,7 cm
aproximadamente y 7 mL de fase movil. A
continuacion, se desarrolla el cromatograma
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hasta que el frente de fase movil se situe a 0,5
cm del borde superior, luego retirarla y dejar
que seque.

Adecuacion del sistema: Se inyecta la solucion
muestra por duplicado. La desviacion estandar
relativa para ambas corridas de pureza radio-
quimica PRQ1 y PRQ2 no debe ser mayor a un
2,0 %.

Especificacion: Pureza radioquimica: > 95%.
El valor de Rf correspondiente al producto es
0,9.

3. Resultados y discusion
3.1 Determinacion de la selectividad

En el analisis de selectividad se comparo la
respuesta de los blancos y/o placebos y las
muestras degradadas con respecto a la muestra
a temperatura ambiente. El método permite
distinguir entre todas las posibles especies
quimicas que pueden generarse (Figura 3). El
método por TLC-scanner los valores de Rf en
los cromatogramas para la banda de
pertecnetato TcOs es 0,9 y la impureza
radioquimica TcO; de 0,1 y sin ningun pico
cromatografico del blanco y/o placebo, lo cual
nos indica que no producen interferencia y los
valores de Rf para la banda de pertecnetato

TcOs y la impureza radioquimica son
diferentes.
Counts
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Figura 3. Cromatogramas TLC-scanner: Blanco,
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de 99mTC
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3.2 Determinacion de la linealidad

Los valores obtenidos en la medicion para las
soluciones de *™Tc se muestran en la Tabla 1.
En ella podemos observar que hay una clara
tendencia a la linealidad, debido a que cuando
se aumenta la concentracién radioactiva del
9mTe se incrementa en forma proporcional las
cuentas. Con estos datos elaboramos la curva
de regresion para la concentracion de *™Tc
(Figura 4).

LINEALIDAD
Area (Counts) = - 46.1 + 6699 Concentracion mCi/mL
s 314940

R-cuad. 99.8%

20000 R-cuad (gjustado) ~ 99.8%

15000

(Counts)

10000

A rea

5000

0
0.0 0.5 10 15 20 2.5 3.0 Bi5]

Concentracion mCi/mL

Figura 4. Linealidad del **™Tc.

Tabla 1. Total 4reas (counts) del *™Tc.

Replicas Total dreas  Retention

(Counts) (RF)
1 6374 0,855
2 6242 0,856
3 6288 0,887
4 5952 0,855
5 6114 0,862
6 6143 0,867

RSD = 2,405 %

Los resultados fueron analizados estadisti-
camente evaluandose las concentraciones
radioactivas (mCi/mL) versus area (Counts)
encontrada. En la Figura 3 se observa la
ecuacion de la recta, donde se obtiene:

y = 6698.744 x + 46.108

Los valores alcanzados mediante la estadistica
de regresion fueron un coeficiente de
correlacion de Pearson (r) de 0,999 y un
coeficiente de determinacion (r*) de 0,998. El
coeficiente de determinacion nos indica que
existe una buena linealidad y aporta mayor
significacion estadistica.

Mediante la prueba t-student y ANOVA se
hall6 el estadistico “t” junto con un test de
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varianza. El valor de trgresion = 763,13
demuestra que la correlacion es lineal y
significativa. El valor p = 0,000 nos indica que
el analisis de varianza posee una alta
correlacion por lo que se puede inferir que el
método es lineal.

3.3 Determinacion de la precision

En el analisis para el parametro precision se
evalub6 la  repetibilidad  instrumental,
repetibilidad de método y precision intermedia.
Se observa que el RSD de las areas de la
repetibilidad instrumental es de 2,4 % como se
muestra en la Tabla 2. El RSD de la
repetibilidad de método es 0,859 % con un
intervalo de confianza individual de 97,71 % a
101,66 % conforme y un intervalo de confianza
promedio de 99,681 = 0,658 % conforme. Para
la precision intermedia se evalu6 diferentes
equipos y analistas, equipo 1: TLC-scanner
marca Scan-Ram modelo SRI1A cddigo
PMOSAC (Figura 1). Equipo 2: Cadena de
espectrometria monocanal marca Camberra
(Figura 2). Se obtuvieron resultados
conformes, el RSD global fue 0,237 % como se
muestra en la Tabla 3.

Tabla 2. Precision: Repetibilidad del *™Tc.

Concentraciones Area (Counts)
(mCi/mL) Promedio
0,22 1413,333 + 2,2199
0,50 3412,333 £ 3,2424
1,00 6301,667 £ 1,0719
1,55 10652,67 + 3,8897
3,20 21330,67 £ 11,4621

3.4 Determinacion de la robustez

En este pardmetro se evalud la condicion de
variabilidad. Para este caso, Condicion 1: Fase
estacionaria: soporte de tira ITLC-SG y para la
Condicion 2: Soporte de papel cromatografico
Ne° 1. El RSD global con todos los resultados
es 0,012%, la normalidad total es 0,654 (Figura
5), la normalidad 1° condicién es 0,470, la
normalidad 2° condicién es 0,494 y la prueba
estadistica t es 0,986, obteniéndose resultados
conformes.
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Tabla 3. Precision Intermedia del **™Tec.

Analista Area PRQ  RSD RSD(%)
Equipo (Counts) (%) %) Global
Analista 1 6491 98,948 0,5780
Equipo 1 6418 99,458

7094 97,883

6870 98,466

6454 99,415

6563 98,647
Analista2 286413 99,689 0,6008 0.237
Equipo2 291329 99,634

307873 99,727

289549 98,478

279799 98,541

285416 98,843

Normalidad de Robustez 99mTc

Media 9998

Desv.Est. 0.9761

9 N 6
AD 0233

90 Valorp 0654

% %9 100 101 102
Total

Figura 5. Normalidad robustez de *™Tc.

3.5 Determinacion del limite de deteccion
y cuantificacion

El limite de deteccion es la concentracion
derivada de la respuesta mas pequeia que se
puede detectar con una certeza razonable para
un procedimiento analitico dado [7]. Se
determin6 mediante el analisis de muestras con
concentraciones conocidas. El limite de
deteccion se calculd mediante la formula [8]:

LOD= (s x 3) / Slope

Donde s es la desviacion estandar de la
respuesta.

El limite de cuantificacion (LOQ) se calculd
mediante la formula [8]:

LOQ= (s x 10) / Slope

Mediante la interpolacion de la ecuacion de
regresion se calculo el valor limite de deteccion
donde obtuvo una concentracion radioactiva de
0,03 mCi/mL y el valor limite de cuantificacion
una concentracion radioactiva de 0,24
mCi/mL, obteniéndose resultados conformes.
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3.6 Determinacion del rango

El rango de trabajo para los parametros de
validacion quedo establecido desde el 0,25
mCi/mL hasta el 3,0 mCi/mL al demostrarse
precision y linealidad en ese intervalo para el
método analitico validado.

Grafica de caja de Estabilidad de 99mTc
99.6

99.4

99.2

99.0

98.8

Total

98.6

98.4

98.2

98.0

Condicion

Figura 6. Grafica de cajas estabilidad del *™Tc.

3.7 Determinacion de estabilidad de la
solucién muestra

Los parametros de estabilidad para la solucion
de las muestras fueron evaluadas a los tiempos
de O horas, 2 horas y 3 horas, obteniéndose
resultados conformes, también se evalud la
distribucion de los datos. EI RSD global con
todos los resultados de las muestras a 0, 2 y 3
horas es 0,196 %. La normalidad de las
muestras a las 0 horas es 0,725; a las 3 horas es
0,264 y la prueba estadistica t es 0,786,
obteniéndose resultados conformes y se
determina que las muestras preparadas pueden
ser procesadas hasta 3 horas después (Figura
6).

4. Conclusiones

Después de la evaluacion detallada de la
validacion del Pertecnetato de sodio *’™Tc
solucion inyectable se demostro estadisti-
camente que el método por TLC-scanner es
selectivo debido a que permite distinguir
especies quimicas que se generan sin
interferencias tanto para la banda de
pertecnetato TcO4- con un Rf de 0,9 y para la
impureza radioquimica TcO2 con un Rf de 0,1
con una respuesta lineal en los cinco niveles de
concentracion desde 0,25 a 3,0 mCi/mL con
coeficiente de Correlacion de Pearson (1) de
0,999 y un coeficiente de determinacion (12) de
0,998, demostrando la precision del método
con un RSD global de 0,237%, la robustez de
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diferentes fases estacionarias con RSD global
0,012 %, capaz de detectar pequefias
cantidades de concentraciones radioactivas,
obteniéndose un limite de deteccion de 0,03 %
mCi/mL, un limite de cuantificacion de 0,24
mCi/mL, el rango de los pardmetros conforme
y una estabilidad para procesar las muestras
evaluado en los tiempos 0, 2 y 3 horas con un
RSD global de 0,196 %.

Los parametros de selectividad, linealidad,
precision, robustez, limite de deteccion, limite
de cuantificacion, rango y estabilidad de la
solucion muestra tuvieron un resultado
conforme, lo cual nos indica que el método
queda validado para las condiciones analiticas
establecidas.

En todas las operaciones se verificaron la
conformidad de las pruebas a los criterios de
aceptacion en cada una de las etapas de
validacion. Se concluye la validez de nuestro
método en las condiciones establecidas y es
apta para su uso rutinario en control de calidad
en el proceso de elaboracion del pertecnetato
de sodio *™Tc.
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