EVALUACION RADIOQUIMICA Y BIOLOGICA DEL **Sm- EDTMP,
COMPLEMENTADO CON ESTUDIOS DE ESTABILIDAD

Robles A. arobles@ipen.gob.pe; Caballero J. jcaballero@ipen.gob.pe;

Portilla A. aportilla@ipen.gob.pe

Planta de Produccién de Radiois6topos - RAIS — IPEN / Lima, Per(

ABSTRACT

We have evaluated the radiochemistry purity

of ™Sm-EDTMP, in four different
chromatography systems: water/ITLC-SG;
ammonia/ITLC-SG; NH3: MEOH: H,0
(0.2:2.0:4.0)/whatman  N° 3 and by

chromatography in a packed mini-column
with sephadex G25, being eluded with NaCl
0,9%. The four chromatography systems
reported a major radiochemical purity of
99%, but in the ammoniacal — alcoholic
system the resolution is poor; of the four
systems is chosen the mini column to be a
rapid and simple technique. For the biological
evaluation we made biodistributions in
healthy animals in different times: mice to 30
minutes; 1; 2; 3; 4 and 6 hours and in rats to
the 3 and 24 hours post-injection; we
determine that the ideal biological model is
the rat, that the time of sacrifice is 3 hours
post-injection and that the minimum
percentage of dose injected to femur is 1%,
for both. These evaluations were
complemented with a study of stability on
real time of the '*Sm-EDTMP, storing
between 2 to 8°C, having determined the
radiochemical purity by mini-column for ten
days, obtaining a stability until the 4 days
with a major radiochemistry purity of 99%.
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RESUMEN

Se evalué La pureza radioquimica del ***Sm-
EDTMP, en cuatro sistemas cromatograficos
diferentes: agua / ITLC-SG; amoniaco /
ITLC-SG; NH3: MEOH: H20 (0.2:2.0:4.0) /
whatman N° 3 y por cromatografia en mini-
columna empacada con sephadex G25,
siendo eluida con NaCl 0,9%. Los cuatro
sistemas cromatograficos reportaron una
pureza radioquimica mayor del 99%, pero en
el sistema amoniacal - alcohdlico la
resolucién es pobre; de los cuatro sistemas
se elige a la mini- columna por ser una
técnica rapida y sencilla. Se realizo
biodistribuciones con animales sanos a
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diferentes tiempos: ratones a los 30 min.; 1;
2;3; 4y 6 horasy enratas alas 3y 24 horas
post-inyeccion; se determino que el modelo
bioldgico ideal es la rata, que el tiempo de
sacrificio es de 3 horas post-inyeccion y que
el porcentaje minimo de dosis inyectada en
fémur es del 1% para ambos. Estas
evaluaciones fueron complementadas con un
estudio de estabilidad a tiempo real del
1¥Sm-EDTMP, almacenado entre 2 a 8°C,
determinando la pureza radioquimica por
mini-columna por un periodo de diez dias,
obteniendo una estabilidad hasta 4 dias con
una pureza radioquimica mayor del 99%.

Palabras Claves
Pureza Radioquimica; EDTMP, Samario 153,
Biodistribucién , Estabilidad.

1 INTRODUCCION

El acido etilen diamino tetrametilenfosfonico
(EDTMP) marcado con samario-153, se
desarrollé en la Universidad de Missouri en
1985 como radiofarmaco terapéutico para
aplicarse en el tratamiento paliativo del
cancer 6seo. En vista de ello algunos paises
latinoamericanos empiezan a estandarizar la
produccién del radioisétopo samario-153,
marcacion del agente ligante, EDTMP vy el
control de calidad. En 1991, se aprueba un
proyecto regional sobre produccién y control
de radiofarmacos, RLA/2/007- ARCAL XV,
organizado por el Organismo Internacional
de Energia Atomica, a través de este
proyecto se empieza a estandarizar la
produccién y control de este radiofarmaco en
nuestro pais. A principios de 1995, se inicia
los primeros ensayos para la produccién de
3Sm-EDTMP en los laboratorios de la
Planta de Produccién de Radiois6topos del
Instituto Peruano de Energia Nuclear (IPEN).
El método de produccion de este
radiofarmaco fue optimizado™, el triéxido de
samario irradiado (enriquecido al 99,6%
®2Sm) fue disuelto en medio &cido; la
marcacion ocurre en una relacion molar de
8:1 (EDTMP:Samario) a temperatura
ambiente. Este método produce un complejo
estable con alta actividad especifica, una
pureza radionucleidica mayor del 99,90%



como  samario-153 'y una  pureza
radioquimica mayor del 99% a un pH de 7,5
a 8,0. En la literatura especializada™** se ha
encontrado que existe diferentes métodos
cromatograficos para determinar la pureza
radioquimica, la distribucién biolégica se ha
realizado en diferentes modelos biolégicos
(ratas y ratones) y el complejo formado es
estable por varios dias.

En este trabajo, se han comparado cuatro
sistemas cromatograficos diferentes J)ara
determinar la pureza radioquimica del ***Sm
EDTMP; se han realizado bio-distribuciones
en ratas y ratones a diferentes tiempos para
evaluar su comportamiento en cada modelo
biolégico. La estabilidad del complejo
marcado, fue evaluada a tiempo real por
varios dias.

2 MATERIALES Y METODOS
e Andlisis cromatograficos del '**Sm-
EDTMP

Las técnicas cromatograficas son
nuevamente elegidas para la determinaciéon
de la pureza radioquimica de radiofarmacos
terapéuticos. Los sistemas cromatograficos
empleados estan en funcidon del soporte
empleado tales como cromatografia en papel
(CP), cromatografia en capa fina instantanea
(ITLC-SG) y cromatografia en columna (CC)
donde est4d contenida la fase sdlida,
sephadex G-25. Los solventes elegidos se

basan en la bibliografia consultada W,

Se cuantificaron la pureza radioquimica del
18Sm-EDTMP y las impurezas presentes,
como el samario i6nico (Sm +3) y el
hidroxido de samario Sm(OH)s;. utilizando
cuatro sistemas cromatograficos diferentes
que se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Comportamiento cromatogréfico del
18Sm-EDTMP  en  diferentes  sistemas
cromatograficos.
Soporte Relacién de frente (Rf)
*) Solvente — . ®  sm
Sm +3
EDTMP (OH)s
ITLC - 08—
SG Agua destilada 1 0 00-01 00-01
ITLC -
SG Amoniaco 08-10 00-01 0.0-01
Whatman
NHz:MEOH:H.0 0.7-
#3 (0.2:2.0:4.0) 1.0 00-01 00-01
Sephadex 0 )
G 25(+) NaCl 0.9% Eluido Columna  Columna

(*) tira 10 x 100 mm
(**) cromatografia en mini-columna (sistema cerrado), volumen mini-
columna 5 mL.

50

e Estabilidad del **Sm-EDTMP

Como la pureza radioquimica puede variar
con el tiempo, principalmente por
descomposicion radiactiva, se realizo un
estudio de estabilidad a tres lotes
experimentales almacenados entre 2 a 8 °C,
por diez dias. El método cromatografico
seleccionado para determinar la pureza
radioguimica es por mini-columna
conteniendo como adsorbente sephadex G-
25 eluida con NaCl 0,9%.

e Biodistribucién del **Sm-EDTMP

Los estudios de biodistribucion, se
realizaron en animales sanos como ratones
CFW y ratas wistar, con un peso entre 25 a
30 gy 250 a 300 g., respectivamente. Se les
administro 0,1 mL del radiofarmaco
terapéutico; los ratones fueron sacrificados a
diferentes tiempos post-inyeccién: 0,5 ; 1; 2,
3y 6 horas; las ratas a las 3 y 24 horas. Se
extrajeron los érganos de interés y se
midieron las actividades en un detector de 2"
Nal(Tl), tipo pozo. Los porcentajes de dosis
de inyeccién (D.l.) fueron calculados con el
método del estandar externo. Posteriormente
se realiza una comparacion de la distribucion
biolégica del *Sm-EDTMP en ratas y
ratones, a las tres horas post-inyeccion.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

e Andlisis cromatograficos del '**Sm-

EDTMP

Tabla 2. Porcentaje de pureza radioquimica del

1583Sm-EDTMP en diferentes sistemas
cromatograficos.
Ne Amoniac  NHs:MEOH: NaCl
Agua/ H20/
Lot ITLC-SG of whatman 0.9%/
exp. ITLC-SG N°3 Sephadex
01 99,58 + 99,81 + 99,12 + 99,80 £
0,12 0,11 0.08 0,16
02 99,33 99,64 £ 99,27 £ 99,67 £
0,09 0,12 0,13 0,21
03 99,45 + 99,62 + 99,17 99,58 +
0,10 0,18 0,11 0,09
(n=2)

En los cuatro sistemas cromatogréficos, se
obtuvo una pureza radioquimica mayor del
99 %, pero en el sistema amoniacal-
alcohdlico la resolucion es pobre debido a
que presenta arrastre a lo largo del soporte,
los tres restantes son Optimos para
determinar la pureza radioquimica.



e Estabilidad del complejo del ***Sm-
EDTMP

Tabla 3. Estabilidad del ***Sm-EDTMP.

Porcentaje de pureza radioquimica versus tiempo

N° ) L
Lote post-marcacion
Exp. 30 1dia 2 4 8dias 10 dias

min. dias dias

04 9980 9960 9945 99,15 9322 8340

05 9981 9973 9962 99,17 9888 93,98

06 99,76 9958 9954 9922 9891 96,52
Todos los lotes registraron valores

superiores al 99% a los 30 minutos, este
porcentaje se mantiene hasta el cuarto dia, a
los ocho dias la pureza radioquimica es
menor del 99 % en los tres lotes.

e Biodistribucion del ***Sm-EDTMP

Tabla 4. Porcentaje D. I. 153g

EDTMP, en ratones.

/ Org. del m-

Tiempo de sacrificio, post-inyeccion

Organo

30 min. 1 2horas  3horas 6 horas
hora
cnre | 00%  O¥ 00ax 002 06
4 0,02 - 0,01 0,02 0,03
0,01
Hioado 016+ °f3 128+ 050+ 074z
9 0,08 * 027 0,25 0,32
0,10
- 021+ %% 029+ 026+ 021%
Riflones +
0,07 0,08 0,01 0,02
0,15
ceomar 003% 02 015% 005 004z
d 0,01 = 0,01 0,00 0,01
0,03
itesing 024 Ofe 103+ 037+ 044+
0,06 * 0,25 0,13 0,12
0,11
Eamur 0714 1f° 122+ 142+ 1374
016 3, 008 0,23 0,14

(3 lotes, n=3 animales)

En la biodistribucién del ***Sm-EDTMP en
ratones a diferentes tiempos post-inyeccion,
se observa que a partir de los 30 minutos
hay fijacion 6sea, pero es significativa a la
hora, a las tres horas se alcanza un maximo
valor de D.I y se mantiene constante hasta
las 6 horas. En el higado se aprecia una
concentracion méaxima del 1,28% a las 2
horas y decrece hasta 0,74% a las 6 horas,
en el resto de 6rganos los valores de D.l/org.
son menores a 1% a las 3 horas.

En la Tabla 5, la biodistribuciéon en ratas a
las 3 y 24 horas, confirman una fijacion 6sea
del radiofarmaco hasta por 24 horas; el
complejo no fijado en el tejido Oseo se
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elimina durante las primeras 24 horas, via
excrecion renal. En el higado se aprecia una
concentracion méxima del 1,31% a las 3
horas, en el resto de érganos los valores de
D.l/org. son menores al 2% a las 24 horas.

Tabla 5. Porcentaje D.I. /Org del ***Sm-EDTMP,
En ratas

Tiempo de sacrificio, post-inyeccion

Organo 3 horas 24 horas
Sangre 2,52 £0,15 0,02 £0,01
Higado 1,31+0,16 1,32+0,12
Rifiones 2,28+0,25 1,08 0,20
Estomago 0,27 +0,08 0,03+0,01
Intestino 158+0,21 0,17+ 0,05
Fémur 2,41+0,20 2,14+0,11

(3 lotes, n=3 animales)

La tabla 4 y 5, permite evaluar el
comportamiento del ***Sm-EDTMP en ratas y
ratones, a las tres horas post-inyeccion. Se
aprecia que la depuracién corporal en
ratones es mas rapida que en ratas, la
fijacion 6sea en fémur es mayor del 1% de la
dosis inyectada, para ambos modelos
bioldgicos.

4 CONCLUSIONES

En los cuatro sistemas cromatogréficos, se
obtuvo una pureza radioquimica mayor del
99 9%, pero en el sistema amoniacal-
alcohdlico la resolucion es pobre, los tres
restantes son Optimos para determinar la
pureza radioquimica.

Para controles de salida y estudios de
estabilidad se elige la cromatografia por
mini-columna por lo rapido y facil del ensayo.
La estabilidad del ***Sm-EDTMP es hasta 4
dias almacenada entre 2 a 8°C, alcanzando
una pureza radioguimica mayor del 99%.

En la biodistribucién del **Sm-EDTMP en
ratones y ratas, se aprecia que la fijacion
O6sea es mayor en ratas y que la depuracion
corporal en ratones es mas rapida que en
ratas. Se determina que las ratas wistar
representa el modelo biol6gico ideal y que el
tiempo optimo de sacrificio es de tres horas
post-inyeccion del radiofarmaco.
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