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Resumen

Se ha realizado la sintesis del producto I-hidroxietiliden 1, I-disodio
fosfonato y leego su marcacion con 99mTe, La sintesis del difosfonato se -
realizé segiin la patente de Albright y Wilson (1966) en dos etapas; una pri-
mera de preparacién. del dcido difosfonico y en la segunda por titulacion
se obtuvo la sal disédica.. La identificacion del hidroxietiliden disodio fos-
fonato se realizé por espectroscopia RMN, obtenido. el difosfonate se pro-
cedié a su marcaciéon vig una reduceion del pertecnetado de sodio 99m e
con cloruro estafioso -estableciendose la formulacion. para el producto
99mTc — Sn — hidroxietiliden disodio fosfonato (99mTC—HEDSP). Se ha
preparado el juego de reactivos 99mTc—~HEDSP que se ajusta-a las especi-
ficaciones requeridas para su uso en gammargrafia osea en humanos obte-
niéndose un producto marcado con buena estabilidad quimica y de una pu-
reza radioquimica mayora 95 ofo.”

1. INTRODUCCION

Fl Tecnecio—99 metaestable (99mTc) es uno de los radionuclid os més titiles por su
capacidad quimica para formar un gran namero de compuestos de coordinaci6bn en me-
dio neutro, uno de éstos es el 99m Tc-Sn-hidroxietiliden disodio fosfonato, importante
por su afinidad con los cristales hidroxiapatita del tejido bseo.

La obtencidn de este compuesto requiere un trabajo de sintesis convencional y pos-
teriormente desarrollar la metodologia de marcacion que dé lugar a un producto con de-
terminadas caracteristicas. Fl trabajo de Albright y Wilson [1] sobre la preparacion de
dcido organo-fosfénicos y sus sales serd una de las principales referencias para realizar
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la etapa de sintesis luego de cuyo correspondiente control de calidad se procederd ala
marcacibn con 99m Tc. Sera necesario que el producto final cumpla las especificaciones
del juego de reactivos 99m Tc—HEDSP en los aspectos fisico-quimico, bioldgico y nu-
clear.

9. SINTESIS DE 1—HIDROXIETILIDEN 1, 1-DISODIO FOSFONATO

2.1 Fundamento Quimico

La sintesis de 1—hidroxietiliden 1, 1—disodio fosfonato (HEDSP) parte de la reac-
cion del cido acético y el tricloruro de fosforo a temperaturas controladas en las cuales
la formacion de enlace P — C — P da lugar al 4cido 1—hidroxietiliden 1, 1 difosfonico
(HEDP) de formula :

0 CH 0
I | l
HO — P— C — P — OH HEDP

I l -
HO OH OH

Este: icido poliprotico por titulacién con hidroxido de sodio da lugar ala sal disodi-
ca segiin la siguiente reaccion :

P03 H 2 P03 HNa
C%~?__w+mm cm—?wmdm
P03 H2 P 03 HNa

HEDP HEDSP

2.2. Material y método

Mediante experiencias de sintesis preliminares se determinaron los detalles del mo-
do operativo para ajustarlo a nuestras condiciones de trabajo, pero el procedimiento en
general es como sigue : ’

Se armb el equipo de sintesis bajo campana colocando el acido acético en un frasco
trihoradado y el tricloruro de fosforo desde un embudo gradual se agregd lentamente
hasta llegar a una relacién 6 a 1 respectivamente, luego de unos 10 minutos de suave
homogenizacién se colocd el frasco de reaccion en un bafio de hielo durante 30 minu-
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tos al término de los cuales se coloco el frasco de reaccibn en un baiio de aceite y co-
nectado a un equipo de destilacidon se elevd lentamente la temperatura a 600C durante
2 horas, posteriormente se llevd a 130°C durante unos 30 minutos hasta obtener un des-
tilado de pH 5. Se obtuvo un producto que al enfriarse tomé consistencia semisolida.
Tomando una alicuota del 4cido obtenido se procedid a la titulacion potenciométrica
con una solucién de hidroxido de sodio 1N para establecer los tres puntos de equiva-
lencia del idcido HEDP obteniéndose la curva presentada en la Fig.1. Con los datos ana-
liticos de la titulacibn se procedid a una adecuada titulacién del resto del icido para la
obtencidén de la sal disbdica (HEDSP). Finalmente se llevd todo el producto a sequedad
en un rotavapor y se procedid a la cristalizacion. :

pH
CURVA EXPERIMENTAL
12 CURVA TEORICA
-------------------------- Nasﬂ- HETSP
10 -4
S Shieiei Y S NagH, = HEDSP

Uy

\ H4- HEOP

2 4 6 H o 2z . 16
mi NagOH

Fig. 1 . Curvas de Titulacién Tribdsica de HEDP vs. Na OH.

Titulacién del 4cido hidroxietilidendifosfénico (HEDP)

En la primera etapa de la sinfesis se controld la calidad del 4cido HEDP mediante
la titulacidén potenciométrica con NaOH IN verificindose la curva caracteristica de la
titulacion de acidos polibésicos con base fuerte obteniendose los 3 puntos de equivalen-
cia esperados, a pH 4.4, 8.5, 10.7 como se observa en la Fig. 1. Los puntos de equiva-
lencia se determinaron empleand o el método de Gran [21. En la Tabla 1 se presen-

tan los datos emplead os para estas determinaciones.
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TABLA I'. — Datos para el método de Gran

ml NaOH pH pH por 1 m]l NaOH a

gastados leido 0.2 ml ApH graficar
7.00 7.55 0.30 3.33 7.10
7.20 7.85 0.50 2.00 7.30
7.40 8.35 0.95 1.05 7.50
7.60 9.30 0.45 2.22 7.70
7.80 9.75 0.25 4.00 790
8.00 10,00 0.20 5.00 8.10
8.20 10.20

Identificacion de hidroxietilidedisodiofosfonato (HEDSP)

El producto final fue identificado mediante su espectro RMN —1H a una frecuen-
cia de 80 MHz y empleando como solvente D50, en la Fig, 2 se presenta el espectro del
producto en el cual se observa el triplete caracteristico del acoplamiento del fosforo
al hidrogeno del metilo. Este resultado concuerda con el espectro reportado por Castro-
novoy col [3].

Rendimiento

Considerando la relacibn estequeometrica de la formacion de la sal disodica se ha
calculad o el rendimiento total de la sintesis de HEDSP.

$. PREPARACION DE 99mTc.Sn-HEDSP
3.1 Fundamento Quimico

La preparacion de moléculas marcadas con 99MT; g basa en la reduccion del
tecnecio a sus estados de valencia mas reactivos: Tc (III), Tc (IV), Tc (V) y la forma-
ci6bn de un gran nmero de compuestos de coordinacion.

Respecto al compuesto 99mTo-Sn-HEDSP, debe su nombre a la terminologia em-
pleada en compuestos anilogos del Tecnecio, y no a su estructura porque ésta no es
atn conocida con exactitud, pero existen investigaciones tendientes a su elucidaciéon
estructural que nos dan alguna informacién sobre su estructura, Deustsh y «colaborado-
res [4] han establecido que es un compuesto quimicamente estable con cantidades este-
quiométricas de estafio y que no es una sola especie quimica sino, mas probablemente
una mezcla de entidades poliméricas que se inter convierten en un equilibrio hidrolitico.

Van Den Brand y colaboradores [5} mediante un estudio cromatogrifico con gel
de filtracibn encontraron por lo menos cinco complejos con tecnecio tetravalente. Si
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Fig. 24.: Espectro RMN de 1-Hidroxietiliden 1, 1.Disodio Fosfanato sintetizado en el
Instituto Peruano de Energia Nuclear.

. v v
8.0 .0 60 30 40 30 20 L0 o

Fig. 2B: Espectro RMN de I1-Hidroxietiliden 1, 1 Disodio Fosfanato reportado por Cas-
tronovo y colaboradores [3] .
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consideramos que la formacion del complejo 99mTce.Sn-HEDSP, se inicia con la re-
duccion del tecnecio que como pertecnetato de sodio se obtiene proveniente de un
generador de Tecnecio99m y la posterior formacidén de una variedad de complejos
de tecnecio, la preparacidon del complejo 99mTo-Sn-HEDSP se podria esquemitizar
de la siguiente manera:

RcIV-HEDSP
-
RcIV-HEDSP
Telll TcIV-HEDSP,
TeVIL + Snll —Pp { TcIV + HEDSP-P9 TcIV-SnIV-HEDSP
TcV TcIV-SnIV-HEDSP,
\ TcIV-SnIV-HEDSP3

3.2 Material y Método

— Trabajando en medio 4cido y ambiente de nitrébgeno gaseoso se disolvio HEDSP y
cloruro estafioso bihidratado en una relacidon de 3 a 1, se afiadi6 200 mgde cloruro de
sodio y llevando a un volumen de unos 80 ml se ajusto el PHa 4 con hidroxido de sodio
2N.

— Luego se llevé todo el preparado a un volumen final de 100 ml y en condiciones
estériles se fracciond volimenes de 1 ml en viales que posteriormente fueron lofilizad os.

—  El producto liofflizado fue reconstituido y simultineamente marcado con 99m e al
adicionarle NaTcO4- MTc en 3 ml y con unos 2.5 mCi. Toda la operacién de marca-
cion se realizd siguiendo las normas de proteccion radiologica. '

3.3 Control de Calidad

El producto final 99m e sn-HEDSP que tiene como finalidad ser empleado para
obtener gammagrafia 6sea en humanos, fue sometido a un control de calidad fisico-
quimico y biolbgico.

3.3.1 Control de Calidad fisico-quimico

Inspeccion Optica.

Determinacion de pH potenciométrica. ‘

Determinaciéon de humedad del producto liofilizado por el método de pérdida
de peso por secado. . ‘
Determinacion de estafio (II) por el método de titulacidn yodimétrica.

‘Pureza radioquimica por cromatografia ascendente segin los siguientes sistemas:

U

en
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Soporte Solvente Rf = 0 Rf = 1
Whatman No. 1° Acetona p.a. 99mTcHEDSP | ? 9“Tc04
, TCOZ
Whatman No.1 | NaCl 090fo | 99MTco, 99m ¢ HEDSP
. . 99mrc0 4

TABLA II.— Resumen de resultados de control fisico-quimico.

Lote|pn | £3UREPAD (olo) | o o PR O e 15
01 J6.0] 56 *o9 103+ 34 98.89% 0.65
02 [60] 25 * 08 117+ 23 99.32F 0.45
03 |65}100 o7 135+ 43 99.18% 0,27
04 [6.0] 31 *o02 g0+ 31 99.00% 0.50
05 |6.5] 52 *12 135% 16 99.21F 0.41
06 |65] 19 F 12 125+ 16 99.21% 0.52

TABLA IIL.— Control de estabilidad quimica del 99m Tc—Sn—HEDSP

No DE LOTE 02 03 04 05 08
Solvente| .

'ﬁel(l}lgv ACET. S.F.PR olf) ACET. S.F.PR. 0/o]ACET S.F.PR 0/o|ACET.S.F.PR o/o{ACET.S.F.PR ofo
0 99.93 012 99.81 | 99.98 0.12 99.86 |99.69 0.37 99.32{99.77 0.27 99.50 |99.98 0.17 99.51
2 99.86 0.42 99.44 |99.60 0,24 99.36 [99.71 031 99.40[99.67 0.17 99.50 {99.95 0.38 99.57
4 99.92 0.33 99.59 | 99.86 0.17 99.69 [99.75 0.19 99.56[99.60 0.27 99.33 {99.84 0.39 99.45
6 99.70 022 99.48 | 99.81 0.35 99.46 [99.56 0.31 99.2599.39 0.18 99.21 99.97 096 99.01
8 99.89 1.49 98.40 | 99.44 0.71 98.73 }99.52 0.64 98.88]99.10 093 98.17 99.61 0.75 98.86
24 99.56 3.47 96.09 | 94.04 3.33 90.71 [95.46 4.42 91.04193.15 4.03 89.12 [95.43 4.45 9098

La pureza radioquimica se determind por diferencia de los porcentajes de activi-
dad localizados en los Rf = 0 ¢ en los Rf = 1 de ambos sistemas.

Estabilidad radioquimica del produ

grificos del producto marcado hasta:
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Estabilidad quimica del producto liofilizado, el control de pureza radioquimica
peribdicamente y hasta los 6 meses después de preparado el producto, determino
la estabilidad del producto liofilizado.

En la Tabla I se presentan los résultados de los controles fisicoquimicos de 6 lo-

tes preparad os.

3.3.2. Control de Calidad Biologico.

a.

Toxicidad: se inyectd en 5 ratones Cepa CPW de 26 a 28 g, de 200 a 500 veces la
dosis empleada en humanos la observacion de completa normalidad en los 5 rato-
nes hasta 30 dias después de la inyeccidn establecio la no toxicidad del producto.
Esterilidad en medios de cultivos: agar nutritivo, agar saborand, tioglicolato dio
resultad o negativo hasta las 72 horas.

Afinidad biologica: inyectando 50 uldel producto marcado en ratas wistar, se efec-
tud la gammagrafia a las 3 horas de inyeccion observindose la imagen Osea del ani-
mal. Asi mismo se realizaron 21 pruebas de diseccion y contaje de organos criticos
obteniénd ose resultados positivos de contaje que siempre se ajustaron a las siguien-
tes relaciones con respecto al contaje obtenido en hueso :

Sangre < 5: Higado<1:; Rifién <5; Intestino < 0.3; Estdbmago < 0.1.

1/
ApH

s

[
~N
P o —————

T4 7.3 .7 7.9 8.)

mi NaOH

Fig. 3 Determinacién del punto de equivalencia por el método de Gran 1/ A pH vs.

m/ NaOH.
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4. ANALISIS Y DISCUSION

El trabajo experimental de sintesis de HEDP debe hacerse bajo campanay con cui-
dado en la manipulacién de los reactivos especialmente del PC1 3 que es irritante, duran-
te el proceso hay desprendimiento de icido clorhidrico y acético pero si se trabaja en
adecuadas condiciones y el equipo de sintesis necesario, el procedimiento por lo demas
resulta sencillo'y puede demorar una 10 horas hasta la obtencion de HEDP.

La titulacion de HEDP con hedroxido de sodio nos da buena informacion: estable-
cer la curva caracteristica es un control de calidad e identificacién del 4cido permite
cuantificarlo y si la titulacién se hace gota a gota es factible establecer con gran exacti-
tud los puntos de equivalencia aplicand o el método de Gran.

Con el espectro RMN se confirmé la identificacion del HEDSP en el cual se observa
el triplete caracteristico del acoplamiento del fosforo al hidrégeno del metilo,

El trabajo de marcaciébn de HEDSP con ?9™Tc implica la consideracion de las nor-
mas de seguridad y proteccibn radioldgica y otra como pureza radionucleidica, concen-
tracion de actividad dosis, etc., que para efectos del control de calidad del producto
marcad o es necesario establecer y controlar.

El control de pureza radioquimica también fue ensayado empleando como soporte
placas de silicagel impregnado de fibra de vidrio (I.T.L.C.) y solvente metanol 850/0
para determinar el porcentaje de tecnecio libre en Rf—1 pero para el control de rutina
de los lotes experimentales se escogieron los sistemas Whatman No. 1 acetona y what-
man No. 1'Na Cl 0.90/0. El contaje de las tiras cromatogréficas se realizé en un conta-
dor gamma con detector de Nal (T1) tipo pozo.

Para las pruebas de afinidad biologica en ratas se ensayaron varias dosis de activi-
dad y portador en funcion del peso obteniendose buenos resultados con 23 pg de por-
tador en 33 pCiy un volumen de 0.05 ml para la inyecci6n.

Al término de todas las pruebas de control de calidad se realizaron estudio§ d’e
gammagrafia 0sea en humanos obteniendose a opinidon del médico especializado, iméa-
genes de buena calidad. -

5. CONCLUSIONES

El producto l-hidroxietilidegn9 1,1-disodio fosfonato (HEDSP) ha sido sintetizado
para fines de marcacién con 77MTe, -

Partiendo de una relacién 6 a 1 para los reactantes de sintesis de HEDSP, se obtuvo
luego de varias experiencias previas y- con el método operativo optimizado, un ren-
dimiento de sintesis de 60.80f0.

El producto HEDSP ha sid o marcado con 9™ Tc inantenimi-engq una relaciéon 3a 1
para los componentes HEDSP: SnCly.2H,0 del preformado liofilizado.

‘Los resultados del control de calidad indican que el p;oducto 99mTc - Sn - HEDSP
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tiene las siguientes principales caracteristicas:
Pureza Radioquimica 98 ofo.

Afinidad biolodgica que da lugar a una imagen gammagrafica del sistema oseo de
buena calidad.
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