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1. INTRODUCCION

1.1 RADIOFARMACOS HEPATOBILIARES

L.a constante aparicién de nuevos radiofarmacos hepato—
biliares que argumentan ser Y“los mejores”" nos conduce, ine—
vitablemente,a‘trataf de establecer las caracteristicas del
radiofarmaco "pgrfectu" Ys en base a ellop, realizar un
analisis de los logros obtenidos en los agentes hepatobi-—

hiltiares hasta hoy desarrocllados.

En genera;, el mejor radiofarmaco debe excretarse ra-
pida y tnicamente a través de 1la zona patofisiolaégica de
interés , es decir, una eficiencia de extraccion por parte
de los hepatocitos del 100% con una rapida excrecidn al ca-—
naliculo biliar provocando, de esta forma, un constante
flujo radiactive que peranita una adecuada visualizacidn de
detalles anatdmicos tales como 1los ductos intrahepaticos
(alta sensitividad). Estas propiedades no deben verse alte—
radas en pacientes ictéricos, por 1o tanto, el radiofarmaco
debe ser capaz de -desplazar a las bilirrubinas en sitios de

unidn a proteinas. (2, 29 y 32)



En cuanto a su produccion  y control radioquimico es
deseable un rapido radiomarcaje con alta pureza radioguimi-

ca y estabilidad. (1, 2 v F4 )

El desarrollo de dichos agentes se inicia en 19223(17)
cuando Delprat propone al Rosa de Bengala como un farmaco
para evaluar la funcion hepatica. En 1955 (18) Taplin sin-
tetiza I-13i-rosa de bengala, este agente tuvo poco uso
clinico, perb influyd 1o suficiente para impulsar el desa-
rrollo de otros tipos de compuestos marcados con I-131 y
1-123, algunos de éstos incluyen bromosulftaleina; verde

de indocianina y 1-123-rosa de bengala.

Posteriormente; en 197219, se reporta el marcaje de
Penicilamina con Tc—99m como un nuevo agente colescintigra-
fico; desde este reporte a la fecha han aparecido alrededor
de 30, nuevos e improvisados, agentes hepatobiliares marca-—

‘dos con Toc-929m.

De estos radiofarmacos han swgido dos grandes clasesj
la primera tiene innovacion con el uso del Tc—99m-piridoxi-

lidenglutamato (Tc-PB), producfo de la uniéon de Tc~-99m & 1la
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base de Shiff del piridoxal vy acido glutamice(20). El
Tc-PG fue excretado en proporcidn moderada por la bilis con
sdlo un 45% de especificidad hepatobiliar respecto a 1a do-

sis inyectada. Subsecuentes reportes (21,22) mosiraron gue

la especificidad podia ser modificada por sustitucidn en

otros aminoacidos. Mas tarde, para facilidad del radiomar-~

caje, se incluyd en la Fformuwlacidn al idn estanoso como

agente reductor(23).

La otra clase de agentes hepatobiliares se inicia con
la aparicidn del Tc-99n—-N-(2,6~dimetil{f{enilcarbamoilmetil)
—iminodiacético, Tc-99m-HIDA(4), tratandolo coms un radip——

farmaco bifuncional por poseer un. grupo quelante capaz de

unir metales radiactivos (ac. iminodiaceético) y una porcidn

bioquimica (andlogz 2 la&a lidocaina). Este radiotrazador

muestra una rapida extraccisn hepatica y excrecidn biliar,

con una especificidad hepatobiliar de aproximadamente 75%.

Subsecuentemente, y dado que se observd que la variacidn de

las caracteristicas bioldgicas dependia exclusivamente de

la N-sustitucidn del acido, aparecieron un gran namero de

farmacos con diferentes sustituciones alquilicas en el ani-

11 bencénico. En estudios comparativos reportados se en-—

cuentran resultados como los siguientes(33):
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NOTA:
Para las graficas |A y iB los nombres de
los compuestos due se abrevian son:
ac, { 2,6--dietilfenilcarbamoilmetil ) iminodiacé#tico
ac.

( 2,6-dimetilfrnilcarbamoilmetil ) iminodiacttico
ac, (p-iodofenilcarbamoilmetil) iminodiac#tico

ac. {p-etoxifrnilcarbamoilmetil) iminodiac#tico
&c. dihidrotioctico

4c., mercaptoisobutivico

complejo de piridoxal-glutamato

conplejo de piridoxal-arcinina

complejo de piridoxal-leucina
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excreciodon por rifones.



De los radio{armacaé mas utilizados podemos resumir 1o
giguiente: La sustitucidn 2,6- dietil en el anillo fendlico
(Tc—-?9m~EHIDA) , posee una cinética rapida con un incremento
en la especificidad hepatobiiiar de aprox. 85%; sustitucion
p—isopropil (Tc—29m-PIPIDA), posee una especificidad similar
pero una excrecion biliar mas lenta; sustitucidn
p-butil (Tc-99m—BIDA) , posee una especificidad mas alta con
menos de 2V de excrecidn renal, pero con un tiempo de tran-—
sito hepatobiliar mucho muy lento; sustituciotn 2,6 diiso-—
propil (Tc-99m—DISIDA & TC*99m—DIPQ3 mostrd una cinética
similar a la del Tc-99m—-EHIDA, con una menor actividad re-
nal .y con un incremento menor en la excrecidon de dicho ér—
gano al aumentar los niveles de bilirrubinas. 12, 24, 33,

34, 47 )

Nunn, Loberg y Conley (2), estudiaron la relacidn
estructura-distribucién de 33 derivados del HIDA. Midieron
la caracteristica lipofilica y 1la correlacionaron con la
unidn a proteinas, la especificidad hepatobiliar, cinética
intrahepatica y extraccion renal, encontrando que los sus—
tituyentes orto en el anillo fendlico son menos lipofilicos

y afectan el tiempo de transito hepatocelular, relacidn in—
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.versa con el aumento de ‘tamafio de las cadenas alquilicas 2
la posicidn PARA en dicho anillo. Segldn estos estudios el
Te—99mn—3-bromo-2,4,46—trimetil-HIDA {(Mebrofeninl), tiene la
mayor especificidad hepatica, transito hepatocelular rapido
y compite mejor con las bilirrubinas para la excrecidn he-
patobiliar ( ver cuadro I ). Sin embargo, estudios clinicos
(153, muestran una cinética similar para ambos agentes pero
un nivel menor de excrecidn renal ﬁara mebrofenin, tanto en
pacientes no lctéricos como en aguellos en que ,los niveles
de bilirrubinas son elevados. Ademids, es conveniente consi-—~

derar que no se encantraron en

oy

a literatura estudios de
toxicidad en humanos para mebrofenin kincluye bromo en 1la
molércula factible de idioscincracia en 1la poblacitn, que
aunque no se han reportado casos de shocks anafilacticos
por bromn.si ha llegado a producir ligeras alergias que se
manifiestan por ronchas en la piel.[49] ) , punto de suma
importancia al recordar que los radiotrazadores hepatobi-
liares son muy recurridoa en pediatrta cuando el cuadro
presentado es sindrome colestasico neonatal.

Nunmn y colaboradores también reportan un tiempo
de transito hepatobiliar mas rapido para el BIDA respecto

al DIPA, hecho contradictorio a lo reportado en otros tra-

bajos (11,24).
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TABLA T.

EFECTO DE LOS SUBSTITUYENTES EN EL ANILLO BENCENICO FPARA El. ACLARAMIENTO
HEPATOELIAR DE LOS DIFERENTES DERIVADDOS DEL ACIDO IMINODIACET ICO.

SUBSTITUCION EN EL EX.CRECION EXCRECION TIEMFO T1EMFO
ANILLO BEMCENICO. Ri%[}:;u. HEF’&(\}}C{-\. Nf(\:,};ﬂ)) (a(;m
2,6—-DIMETIL 15,1 63.4 4.7 2.6
2, 6-DI1ISOPROPIL 7.4 89.46 5.9 26.7
p-BUTIL . .6 86.0 3.0 18.0
I-BROMO-2, 4, &-TRIMETIL 1.2 94.8 3.5 S.4
2, 6-DIMETIL 15.1 63.4 a.7 5.6
'4-CLORO-2, 6-DIETIL A 2.7 0.1 a4 21.6
1,2, 3-TRIMETIL 17.6 72.6 2.5 1.8
1 -PROMO-3-METIL 22.7 4.6 | e -
2, 3-DIBROMO 2.4 87.6 5.9 17.¢
2,5-DIETIL f].2 83.8 5.3 9.1
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De los estudios reportadas en el area de medicina
nuclear, se obhserva un predominante uso del DIPA o DISIDA,
mientras que muchps de los hospitales de México contindan
utilizando 1 HIDA, estrechando, en cierta forma, el campo
de la centelleografla para diagnasﬁi:n hepatobiliar cuan-
do existen elevados niveles de bilirrubinasg algunos optan
por utilizarlo s&lamohnte para el dgiagndstico de colescisti-

tis, mientras gue otros toman el riesgo de realizar pruebas

con HIDA en pacientes sumamente ictéricos.

Ademds de estos agentes se ha sugerido la posibi~
lidad de marcar sustancias catidnicas capaces de unirse a

las sales biliares (35).

Fodemos decir gue los logros alcanzados en el de-
sarrollo de radiofdrmaros hepatobiliares utilizados en me-
dicina nuclear son muchos, cada vez mas cerca del radiotra—

zador "ideal', pero el campo de las perspectivas todavia es

amplio.
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1.2. ALGUNOS ASPECTOS DEL -TECNECIO.- (2, 28, 50, 51 Y 52)

El Tecnecio (del griego "Technetos'=artificial) fue-
aislado en 1937 por C. Perrier vy E. Segré, al irradiar mo-—
libdeno en el ciclotron de Berkeley, California. En la ac——
tualidad se conocen mas de 16 isdtopos y seis isbmeros nu-
cleares, por supuesto todos radiactivos) con masas de 92 a
107 y vidas medias que oscilan entre cinco segundos péra el
103 y 2.6 miliones de affos para el 97.

Estado Natural: dada la vida media de su isdtopo mas
eastable (2.6 millones de affos), relatévamente corta compa-—
Fadc con laz edades del sol (6000 millones de afos) y de la
tie;ra ( 4700 millones de affos ), es natural que en la ac—
tualidad no quede ninguna traza de tecnecio primario en el
Bistema Solar: desde su creacidn tuve tiempo suficiente
para decaer por completo.

En cambio 4 se ha observado que en la superficie de
algunas estrellas mas _)"0venes. que el Sol existe tecnecib en
cantidades comparables con las de otros elementos; este
dato permite suponer que s2  encuentran en estado de forma-—
cion.

Tecnecio—99%9:

—-No. atdmico 43, No. masico 99, No. neutrdnico 5S6.
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—-Metal de transician éel grupo_;Vij;B de la tabla pe—i
riddica, entre el manganeso y el renio y su comporta—
miento gqulmico es mas semejante al del renio:forma
aniones estables (pertecnetaton), sales y heptasul fu-—
ros insolubles.

~No. de oxidacians —-i, 1, +2, +3, +4,+5,+6, y +7. Los
mAs importantes son : X,4,7.

—-No. de coordinacidn: 4,6 y tél vez 7.

—Configuracidn electrdnicar (Kr) Ss2 4d5 o bien: ((Kr)

Ss1 4dé6

—~Compuestos priincipales: aﬁido pertecnético, pertecne-
tato, heptadxzido de tecnecio, heptasulfuro de tecne—
cio,dioxido de tecnecio dihidratado; también forma ha
luros complejos, oxihaluiros, hidiruwircos, cianuiros, tio~

cianatos, aminas, fosfinas; arsinas y carbonilos.

TC—99ms:
~Es el radionficlido mas usado en todos los laborato—
rios de radiofarmacia del mundo.
—Dbtencibn: es relativamente facil por los generadores
de molibdeno-tecnecio. Estos pueden ser @

a) de adsorcidn: debido a& la diferente adsorcidn so-—

bre la alamina de las sales (molib-—
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datos y pertecnetatos) en medio al-
calinn.F

h) do sublimaciéin: el heptadxido de tecnecio sublima
a 3t11°C vy el tridxido de molibdeno
a 11s0°C.

c) de extraccion 1liquida: basados en la diferente
solubilidad en solventes organicos,
como la 2-butancna en medio alcali-
no.

El molibdeno—-99 =e puede obtener por:
firradiacidn: Mo-98 (n,¥)
xfisidn del uranio: U-2T5 (n:f)
¥ciclotron

— Desintegracitn: por transicion isomérica

- Emite radiaciones gamma de 140 KeV (90%)

— su tiempo de vida media fisica es de seis ho-

ras como se muestra en el siguiente:

E3QUEMA DE DESINTEGRACION

99m
Tc
142 KeV
tI/2= 6hrs. Xl[ 2KeV
140 KeV
¥s ¥
142 KeV 140Ke ( 90% )
99
Tc OKeV

ty o= 2.12 X 1@ afios



- 8e utiliza en forma de pertecnetato y en estado re--

ducido se une a muchas sustancias (radiof&rmacos)
Se utilixzan solucionés nanomol ares.
Un mCi (Z7MBQ) representa 0.19ng de peso.
Actividad especifica: S3I00 millones wii /g
Frincipalmente se reduce con cloruro estanosa
El principal inconveniente del f9rn-tecnecio es que

hasta 1a fecha eniste poca informacidn sobre su

comportamiento” quimico
Ventajas del Tc—99m para medicina nuclear:

Es de facil obtencidn: generador de Mo-99 - Tc—99m
Tiempo ae vida media fisica corto (6 horas)

L.a energlia de las radiaciones gamma ec de 140KeV:
facilmente detectadas y proporcionan imagenes de
alta calidad (monoenerg&tico).

Desintegracidn por transicion isom@&rice: sin radia-
ciones beta, se pueden administrar dosis relativa-—-
mente altas para sforiuar estudios clinicos en me—
nos tiempo vy con anenor riesgo de exposicidn.

Usado como pertecnetato (maximo estade de oxidacion

En forma reducida se une a muchas sustancias quela
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togenas (radiofdrmacos), realizandose, dicha reduc-—
cidn, por medio de>té:nicas relativamente sencillas

7. Las cantidades en mCIi empleadas permiten hacer es
tudios dindmicos y cinéticos.

8. Es ideal en pediatria.
1.2.2. Pertecnetato:

Anidn con wvolumen Yy configuracidn semejantes al del
perclorato y del peryodato, la concentracion bioldgica tam-—
bieén es semejante: s concentra en la glandula tiroides
{pero no se organifical), en las glandulas salivales y muco-
sas( gastrointestinal, nasal, etc.). Tiende a acumularse en
las lesiones intracraneales que tienen una vascularizacién
excesiva o alteracidn en 1a barrera hematoencefalica.

Se ha utilizado desde 1963 en: gammagrafia de tiroi-
des, glandulas salivales, cerehbhro, placenta, estdmago y en
estudins de perfusion de riffones, cerebro, corazén, etc.

El 267 se excreta en 100hrs (orina, heces, saliva.
sudor) .
A. PUREZA: se toman en cuenta varios aspectos:

a) Radionuclidica ausencia de :
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Cs—-134, Sb-124, Co-60, Rb-86, Zn-6%5, I1-131,

Rb-103, Sr-8%9, etc.

b) Radiolisotdpica: cantidad de Tc—-99 presente.

<) Radiogquimica: ausencia de especies de Tc—99m

con diferente namero de oxidacion.

d) Duitmica: ausencia de aluminio,tridrido de

molibdeno, molibdatos, nitratos, cloratos.

e) FarmaceQtica: augencia de microorganismos,

pirdgenos, pruebas de toxicidad.

£) Fisicequimicas: pH, isotonicidad, color, ac-

tividad, etc.

B. CONTROL RADIGGUIMICO: cromatografia en papel Whatman

#1 o capa fina; solventes: NaCl al 0.%%, metanol al 657,

acetona, butanona; agua. Rf=1.0.
C. REDUCCION DEL PERTECNETATO:

fLLos agentes reductores gque llevan el tecnecio (VI1) a
tecnecio (II1) son el exceso del 16n estanoso en presencia

de DTPA ( ac. dietil—-triamino-penta—-acético) y de algunos

compuestos de fasforo.
Los agentes usados para llevar el tecnecio a (IV) son:

~ electrblisis: cris=ol de Zr-Pt con HC1 y electrodos de Sn.

- metales: Sn (+2), Cul+1), Fe (+2),

- No metales: HCl, HC1-HI-KI, HCl-3c. fosferoso.
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Los agentes reductores que llevan al tecnecio a penta-—

valente (V) song HC) cbnc.,- tiocianatos de potasio, hie-

rro—ascorbato-tbcianatol

, Sh-DTPA SCN™
Te(ll1)es

Te(Vii
(l ) Fe~-Ascorbato-tiocianato Te (V)
electrdlisis Zr-pPt

sn+2 Eut Fet2
NH,-NH;  S03

Tc (V)
1.2.3. Radinf#rmacos de Tc-29m:
Los radiofarmacos de techecio que se han usado en me—~
dic;na nuclear se pueden clasifear arbitrariamenie en:
I. Pertecnetato de sodio
II. Coloides (empleados en gammagrafia hepatica, es-—
plénica y sistema reticulo endoteliall:
1. de azufre—-tecnecio
2. bioxido de tecnecio
X. hidrdxido de estafo-tecnecio
4. liposomas
I1I. Coprecipitados met&licos (para dﬂ pulmonar) s
1. Coprecipitados de hierroc (III)
2. Coprecipitados de hierro (II)
ligante

I1V. Compuestos de coordinacidn en los que el

es el ﬁitrOgenn:

# g.= gammagraffa



"

a.

Se.
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DTPA ( ac. di;til—triamynofpentacéticn,
para g. cerebral y renal ).

Firidoxal (g. de vias biliares)
Firidozilidenglutamato ( g. de vias bi-

liares).
MIDA (metilimirodiacético; g. renal)

Derivados del HIDA(g. de vias biliares)

- V. Compuestos de coordinacidn con R-aminoacidos:

1.

5.

-

albamina ( gammagrafia de placenta,

estudos radiocardiograficos, determina—

cidn de volumen sanguineo, cisternogar-

mmagrafta, etc.).

Macroagregados de albamina {g. pulmonar
y flebogammagrafia)d.

microesferas de albdmina ( de acuerdo

al tamafifo se usan para estudios de cir-
culacidn, g. pulmonar y de SRE ).
eritrocitos ( 'se usan para estudios di-
namicos cardiovasculares, placentoga—-—
mmagrafia y determinacidn de masa eri-
trocitica ).

eritrocitos daffados (g. esplénica)l.

Fibrindgeno ( 1a gammagrafia se realiza
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B N

con el fin de lpocalizar trombos en ve-
nas ).

estreptoquinasa ( dado que se localiza
en trombos en las venas, se usa en fle-—
bogammagrafia ).

caseidina ( polipéptido localizado en
la corteza renal por 1o que se utiliza
para gammagrafia de éste &rgano ).
bleomicina (antibibdtico que al ser mar-
cado con Tc-29m(Sn) pierde actividad
antimicrobiana y se concentra en varios
tejidos tipo malignos con actividad

antineoplasica ).

VI. Polimeros de fdosforo—-tecnecio ( g. ésea ):

VII.

1.

2.

3.

pirofosfato
difosfonatos

imidofosfataos

Compuestos de coordinacidn en los que el ligante

es el oxigeno:

1.

2.

3.

gluconato y glucoheptonato (g. renal)d.
manitol (g. renal).

fitato ( g. hepatica ).
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4. citrato (g. renai, cerebral y para me-—
dir filtracién glomerular).
VIII. Compuestos de coordinacidn en los gue el ligante
es el azufre:
1. ac. 2,3-mercaptosuccinico ( g. renal ).
2. MIBA ( Z—mercaptobutirico, g. renal ).
3. penicilamina ( g. hepatobiliar ).

4. penicilamina—acetazolamida (g. renal).
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1.3. ESTRUCTURA Y BIUDIQTRIBUCIDN DE COMPLEJOS Tc—-29m—HIDASs

Los agentes utilizados como

liares son aniones orgdnicos con
entre 3I00-1000g/mol,

parado de una porcidn lipofilica.

radiotrazadores hepatobi-

peso molecular que oscila

con un grupo polar bastante fuerte se-—

Se cree que el nitrdgeno

es el elemento que dona sus dos electrones al tecnecio para

formar el complejo con seis ligantes en octahedro.

ble, que el Tecnecio se una

se sique estudiando la naturaleza del complejo.

/
: R\/CHZ\C/
N | /
\\‘C// N 0
\\0 \
m.'mm;c.________
V4
=C .—CH
o= \\\cﬁ,_ 2
2 ~\R

1]

-0

Es posi-

a dos moléculas de HIDA,‘pEFD

(7 vy 33)
fig. I
Prnbable complejo
bis- T~99m.iminao-~
C===0
di~cetato.

La utilidad clinica de lo= agentes hepatobiliares esta

basada en su habilid:d para producir imlgenes hep&ticas que

reflejan la funcionalidad de los hepatocitos, perfilando el
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tracto biliar, asf como el -trazo del flujo biliar. Fara
¢ efectuar este fin, un radiotrazadosr debe " ser captado por
‘"los receptores en la membrana del hepatocito, concentrarse

en el misan y experimentar excrecién biliar.

toberg N.D. eat. al. 48) , encontraron que el
Tc—-92m~HIDA es exciretado en su forma radioquimica original
demastrando, simultaneamente, su estabilidad "“in vivo". En
dicho trabajo se inyectd a ratones con el cnnténido de ve-
jiga y vesicula biliar de otros animales (ratones) que ha-
hian sido inoculados cnﬁ 'Tc—??m—HIDé, observando que l1a
biodistribucidtn era muy semejante para ambos grupos (tabla

1.

TABLA I1I

BIODISTRIBUCION DE Tc99m—-HIDA ANTES Y DESPUES DE SU EXCRE-

CION A VEJIGA Y VESICULA BILIAR

Organo Te—29m—H1IDA Cont. de vejiga Cont. de V.B.
higado 1.04 ' 4.79 4.56
rifones 0. 64 1.80 ' 0.71
intestino 72.60 53.27 72.97
estdmago ©.58 2.43 1.81
bazo 0.40 0.18 0.25
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( MOTA: los resuwltados de 1la ta—

bla 11 estan dados= en porciento respecto a la dosis inyec;

tada. Todos los animales fueron sacrificados una hoir-a des—

pues de la inoculacidn.)

No obstante, es probable, debido a la similitud en la
estructura de los derivados del HIDA con la lidocalina, que

en los humanos ocurra hidrdlisis en la acetanilida. (49)

c/,OH .
— Xy
ﬁ ,/EHZ
R =NH-C~-CH_-~N hidr6lisis
2 —2 3 R-NH
~N 2
CHo .
~—— _~0H R-amina
cC
QbD OH
/
. CQ§
Derivado del 4cido iminodiacé&tico /// 0
CH2

HDUC-CHZ* N

OH

[}

7 \

&cido nitrilotriacético
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1.4. GAMMAGRAFIA HEFATOBILIAR. ( 8, 9, 10 y 52 )

La gammagrafia consiste en la reproduccidn sobre placa

fotografica o radiografica de 1la radiacidon gamma emitida

por el higado despuds de la inyeccidn de un isdtopo radiac—

tivo capaz de ser captado selectivamente por &ste drgano.

La expknraciﬁn se realiza, previa inyeccidn del ele-—

mento marcador, registrando la radiacidn que emite cada zo-

na del higado mediante una camara gamma, la cual es un sis—

tema de deteccidn de rayos gamma y rayos X que genera una

imagen bidimensional del drgano en estudio. El sistema con-

siste en un detector de cristal de yoduro de sodio activado

con talio, al que llegan las "adiaciones provenientes del

drganc. Entre la fuente de radiacidn vy el cristal se en-—
cuentra un colimador de plomo. tLa sefal generada en el
cristal del detector es localizada de acuerdo con coordena-
dae X-Y por medio de tubos fotomultiplicadores (fototubos).
Esta informacidn es procesada en el sistema electronico y
proyectada en un tubo de rayos catddicos, acumulada en un
sistema procesador de datos {(memoria de la computadoral,

recogidax en pelicula fotografica o radiografica o consevado

en cintas o discos magniticos para su andlisis wWlterior
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ser:
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2).

Los productos marcados con isétopos radiactvos pueden

a)

b)

c)

d)

El

captado&”ﬁbrvla celula hepatica y eliminados por 1a
bilis como el I-131 rosa de bengala, los derivados
del Tc-99m—HIDA y el Tec-99m—PG;

incorp;radus al metabolismo celular de sintesis
protefpa, como Se-75 selenio—metionina o el citrato
de GBGa-673

captados por el sistema reticulo endotelial al ser
vehiculizados por particulas coloidales de un dia-
metro entre 200 y 400 amstrongs ( radiocoloide de
AW-198, Tc—99m e In—113);

permanecer en el espacio vascular como el In-113 =)

el Tc—99m unido a transferrina.

emnpleo de los agentes del grupo "a" permite obtener

datos sobre e1 funcionalismo hepatocelular y la permabili-

dad de las vias biliares, con su paso rapido a través del

higado existe variacidn de intensidad de radiactividad en

funcion del tiempo.

En el caso de grupo "c", las suspensiones de radioco-
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loides son captadasvselectivamente por las células del sis-—
tema reticulohistiocitario del higado. La imagen gammagra-
fica obtenida no constituye, pues, un indice directo del
funcionalismo hepatocelular, pero registra un mapa fiel de

1a proyeccidn del a&rgano.

1.4.1; Gammagrafia del higado y vias biliares normales.

Es preciso conocer 1a imagen gammagrafica normal en
las distintas proyecciones habituales (tanterior, lateral Y
posterior ), asi comp las variaciones morfolégicas y fisio-
lédgicas en la misma, para interpretar las imagenes patold-—

gicas.

En proyeccion anterior el higado tiene forma triangu-
lar, con lados curvillneos. FPuede reconocerse: una capula
superior, en la parte alta del 1édbulo derechao., que general-
mente lleéa a unos dos centimetros por debajo de la mamila
derechas un pico izguierdo situado alrededor del Angulo »i-
foideo, que corresponde al lébulo izquierdo, y un pico in-—
ferior que frecuentemente sobrepasa el borde costal y co-
rresponde & l1a punta inferior del lobulo derecho. El1 borde

externo de este triangulo acostumbra a ser convexo y amol-
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dado al torax, y el bordeﬂsuperior es d%écratamente.oblicud
de arriba abajo y de derecha a izquierda, con una convexi-—
dad en su zona miAs externa (cﬁpulé) y una concavidad inter-—
na (impronta cardiaca). El borde inferior es oblicuo y si-
gue aproximadamente el borde costals preéenta una escotadu—
ra que marca la suparacidn de los dos 1dbulos hepaticos vy,

en ocasiones, otra en la zona vesicular.

La imagen en proyeccipn lateral tiene la forma de un

tridngulo rectangular, con 2angulo recto pdsterosuperior e

hipotenusa anterior mds o menos convexa. El borde inferior

es de forma célnoava, con curvatura de Qran'radio.
En proyeccidn posterior la imagen es casi idéntica a
ia frontal, aunque el lobulo izquierdo se manifiesta menos

activp por la interposicidn de la columna vertebral.

Fara el caso de radiofarmacos hepatobiliares existe

dificultad en delimitar el borde inferior del higado debido

a la radiactividad de 1a vesicula biliar y las primeras

porciones del intestino delgado. Sin embargo, es posible
ver con ellos , de forma selectiva, conductos intrahepati-

cos y extrahepaticos asi como vesicula biliar. La actividad



“intestinal confirma la permeabilidad del conducto colédo-

co.( 8
~1.4.2.

Pu

a)
b)

c)

[= 3]

e)

La
indica
las de
cional

determi

Yy 2).

Anomalias gammagraficas hepatobiliares elementales.

eden agruparse en:
escotadura o depresidn localizada del contorno he-
péticp.

imqgen lacunar o zona frfa, por ausencia de radia-—
cidn, localizada en plena masa hepdtica.

amputacion o ausencia gammagrafica de uno de los
angulos. EI défiéit de captacidn afecta a una zona
mas oxtensa que en el caso de la escotadura.

zonas hipocaptantes debidas a la disminucidn de la
radiacidn &e una zona del parénquima hepdtico.

con agentes hepatobiliares 1a no deteccidn de ra-
diactividad en los conductos intrahepilicos, vesi-
cula bilar e intestino.

presencia de zonas frias en gammagrafias hepaticas
que el radiorcolocide no ha sido captado por las célu-
Kupffer, ya sea por ausencia o por alteracién fun-—
de las mismaé. lLas Iesiones tumorales o quisticas

naran la existencia de zonas lacunales o amputacio-—



nes en la imagen gammagrafica, y las hepatopatias difusas,

fundamentalmente la cirrosis hepaticé, .daran uwna imagen de

falta de homogeneidad en la captacidn del isdtopo, debido 2
la existencia de

alteraciones . vasculares que dejaran de

perfundir zonas mds o menos extensas del sistema reticulo—

histiocitario.

1.4.3. Interpretacidn de la gammagrafia patoldgica.

La patologia del higado se pone de manifiesto con esta

teécnica por modificaciones de la morfologia o por altera-

ciones en la homogeneidad de la captacidn del isdtopo. Asi,
los procesos tumorales, carcinema primitivo o metastasico

del higado, v los procesos quisticos, guiste hidatidico y

absceso hepatico, se manifiestan, como va se ha indicado,

{
por imdgenes lacunares o amputaciones, siempre gue las le-

siones tengan un tamaffo superior a 2 & T cm de diametro. en

los casos en gue las lesiones se localizan en el borde in—

ferior hepaAtico, tiene gran valor la correlacidn entre los

datos obtenidos por palpacidn vy los que ofrece la gammagra-—

fia. La cirvosis hepdtica se caracteriza por una imagen de

captacidn poco homogénea, ja morfologia del higado puede

estar algo alterada, en el sentido de hepatomegalia o atro—
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fia. Los tumores primitivos del higado b los abscesos con

sintesis protelca activa, que ‘se manifiestan como “areas

frias” con radiocoloides de Te~99m pueden desaparecer al

practicar ana nueva exploracidn inyectando 6Galio o Sele-—

nio-Metionina. Los hemangiomas vy los quistes permaneceran

como . zonas "friasY. Las lesiones vasculares y los hemangio-—
mas se2 pueden poner de manifiesto con In—-113 o Te~9%m unido

a transfervina.

De manera muy general pueden resumirse las patologfas

de vias biliares detcctadas por centelleografia hepatobi--
liars

Evaluacidn anatdmica y funcional de la via biliar:

a) Colestasis.~ la diferenciacion entre colestasis

intrahepatica v extrahepatica es de capital importancia,

pues las colestasis extrahepaticas son ictericias gue exi—

gen una terapedtica quirdrgica, mientras las colestasis in-

- trahepaticas son, generalmente, subsidierias de tratamiento

médico v en ellas las intervenciones guirdrgicas represen—

tan en principio un riesgo que debe ser evitado. En 1la ga-—

. mmagrafia hepatabliar es posible apreciar las caracteristi-

cas del arbpl biliar { principalmente calibre ), logrando--
,
/

i



se, de esta forma, diagnosticar obstrucciones de conductos
intrahepaticos y obstrucciones totales o parciales del con—
ducto colédoco.

b)) Estuwdios de ictericias prolongadas del recién na-
cido. El caso mds comdn es la diferenciacidén de anomalias
congénitas como la atresia de vias biliares de una hepati-——
- tis neonatal; en la primera la imagen gammagrafica estd ca—
racterizada por una buena extraccidn por parte del hepato-—
cito del radiofirmaco, existe un minimo decremento de la
actividad a 1o largo del estudio dinamico, de forma gue adn
ba las 24 horas no es detectada actividad intestinal. En 1la
hepatitis pneonatal la imagen es caracterizada por una au—

sencia de acumulaciédn hepatica del trazador.

B. Evaluacian anatdmica y funcional de la vesicula
biliars:s
a) Colecistitis aguda ( consecuencia de una obstruc-—
cidon calculosa del conducto cist{co seguida de una infec—
cidn bacteriana de sus paredes ).
b) Tamafo y colocaciodn de la vesficula biliar. Exis-—
ten una serie de anomalias morfoldgicas, varias cong®nitas,
que podrlan dificultar, ocasionalmente, la evacuacion de la

vejiga biliar o muy rara vez ocasionar colecistitis al per-—
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mitir la estancacidn e infeccion biliar intravesicals las
mAs comunes son: vesicula peéndula o ptésica o colgante, si—

fonopatia, tabique y divertfculos.
C. Evaluacitn de traumatismos abdominales.

D. Evaluacidn post-operatoria del sistema hepatobiliar

(por ejemplo un transplante hepatico).
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2. PLANTEAMIENTO DEL FROBLEMA

Uno de los proyectos del debﬁrf;mento de désarrollé
de la Gerencia de Materiales Radiactivos del Instituto Na-—-
cional de Investigaciones Nuéieares,comprende la produccidn
de juegos reactivos o nficleo—equipos para su uso en medici-—
na nuclear. Es por ello, gue se pretende producir el deri-
vado del acido iminodiac&tico que mayoree ventajas presente
en el diagnéstico de la funcién® biliar cuando es marcado

con Tc—-99m.

Sin embargo, es necesaric  partir desde la sintesis
de los reactiyos debido a 1la dificultad de importacibn y
aitn costo de los mismosiel proyecto, consiste entonces,de
las siguientes fases para cada uno de los tres compuestos a
comparar ( HIDA,DIPA y BIDA ):

1. Sintesis y caracterizacidn de compuestos (excepto

BIDAY .

2. Pruebas de formsulacidn y marcaje con Tc-99m

3. Prugbas de biodistribucion en ratones

4. Comportamiento bioltigico en conejos

S. Pruegbas clinicas

Las caracteristicas in vivo que los reactivos pre-—-
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‘senten dependerdn de parametros fisicoquimicos (especifica
-mente. lipoficidad) y efectos estructurales. En estudios rea
lizédos previamente, se ha establecido que para derivados
del aAcido iminodiacético l1as posiciones orto, en el anillo
bencénico, reducen 1la actividad lipofilica disminuyendo,a
st, 1 tiempo de transito hepatobiliar. Por otro lado , se
ha hecho notar que un incremento en el tamaffo de lazs cade-
nas alqullicas de los susetituyentes en el anillp bencénico
de estos mismos compuestos, es proporcional al aumento de

la lipoficidad.

5i un compuesto presenta gran hepatropismo, és—
te sera capaz de concentrarse en el higada atdn cuando los
niveles de bilirrubinas sean elevados (10-20mg/dl). Este
altimo punto se ha remarcado puesto que es, de suma im——
portancia, obtener una buena imagen centelleografica en los

‘casns en que se presenta el paciente ictérico.
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3. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL. TEMA

Llos radiofarmacos preparados con radion@clidos emi-—~

sores. gamma gue son  excretados a través del ducto biliar,

son Gtiles en 1a evaluwacidon de la funcidn hepatobiliar por
medio de imigenes centellecgraficas (gammagramas), para el
diagndstico de atresia de vias biliares, colecistitis aguda
vy en la dilatacidn u

obstruceion del tracto biliar

{obstruccidn por calculos, cambios en las paredes de los

conductas por inflamacidn o neoplasia, presidn de los con-—

ductos por guistes o neoplasia, etc.).

Con dicha finalidad se han desarrollado varios com—

plejos de tecnecio-99m; dicho isdOtopo es seleccionado por

su . corta vida media fisica gque permite su empleo en dosis

de varios milicuries, lo que ipncrementa las condiciones de
conteo y aumenta la calidad de las imagenes centelleaografi-
cas. Muchos complejos de Te-99m han sido propuestos como

agentes hepatobiliares, entre ellos se tiene penicilamina,

tetraciclina, Acido mercaptoiscbutirico, piridoxilidenglu—

tamato y derivados del aAcido iminodiacético:

- Ac. (2,6-dimetilfenilcarbamoilmetil) iminodiacético

-~ 3c. (p~butilfenilcarbamoilmetil) iminodiacético
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- ac. (p—etoxifenilcarbamoilmetil) iminodiaceético

- ac. {(p—-iodofenilcarbamoilmetil) iminodiaceético

— Ac. (2,6—-dietilfenilcarbamoilmetil) iminodiacético

- AC. (2,6-diisopropilfenilcarbamoilmetil) iminodia-—
cético.

Para elegir a 1los quc mayores ventajas ofrecen, es
de suma importancia considerar gue un buen agente hepatobi-
liar debe exhibir: a) alta especificidad por el sistema he-
patobiliar, b) rapido transito a través de dicho sistema,
c) alta resistencia para competir con compuestos tales como
lacs bilirrubinas y, 43 Frapido radiomarcaie con alta pureza
radioquimica y estabilidad. Es por ello, que en este pro-
yecto se han elegido, de acuerdo a la hibliografta, tres de
l1os agentes considerados de mayor interés para llevar a
cabo su sintesis (excepto EIDA), preparado de nuclecegui-
pos, Mmarcaje Yy comparacian de comportamiento bioldgicos
ellos son:

1. Ac. (2,6~dimetilfenilcarbamoilmetil) iminodiace-—

tico (HIDA).

2. Ac. (2,6-diisopropilfenilcarbamoilmetil) imino-~

diacético (DIPA)

3. Ac. (p-butilfenilcarbamoilmetil) iminodiaceético

(BIDA) .
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4. OBJETIVOS

1.
2.

3.

10.

Reaiizar la‘ sintesis y caracterizacién del AIDA
Realizar la sintesis vy caracterizacidn del DIPA
Describir el método de preparacion de los ndacleo
equi pos HIDA-SN.
Describir el método de preparacidn de los ndcleo—
equipos DIPA-SN.
Describir el método dg preparacidtn de los ndcleo
equipos BIDA-Sn.
Realizar pruebas de marcaje con Tc—9%2m para HIDA,
BIDA Y DIFPA.

Analizar la biodistribucidon de HIDA, DIFA y EIDA
en ratones.
Realizar pruebas de comportamiento bioldgico a
través de la obtencidn de imagenes centelleogri-
ficas en conejos.

Comparar clinicamente el HIDA, DIFA y BIDA enfa—
tizando em los siguientes aspectos: tiempo de ex—
crecidn y calidad de 1las imagenes cuando el pa—
ciente presente o no ictericia.

Definir cual de los tres derivados del Aacido
iminodiacético es el que mayor ayuda proporciona

al mé&dico en la evaluacidn de la funcidn biliar.



41~

5. HIPOTESISH

"8i a) La ‘disminucidn en 1 tamafic de las cadenas
alquilicas, b) la posicidn ORTO ‘y. c). posicidn PARA de los
sustituyentesz en el apillo bencénico de los derivados del

Bcido (@enilcaﬁbamoi!ﬁetil) iminodiacético, manifiestan

biblbgicamente una reduccidon de la actividad lipnfilica pa-—

ra los dos primeros casos vy mayor lipoficidad para el ter-—

‘ceré,'énfbhces,fén an’ estudio gammagr2fico hepatobiliar el
HIDA presentaria: a) rap{da eliminacidn hepatica y b) poBre

concentracidn en higadn'con niveles elevados. de bilirrubi-—

nas (10 - 20 mg/dl))”ei DIPA: a) eliminacion en higado mas

lenta que el HIDA vy b)Y buena concentracitn en higado con

niveles elevados de bilirrubinas (10 —-20 mg/dl)3 el BIDA a)

eliminacitn en higado mazs lenta que el DIPA vy b) mejor con-

centracibn en higadeo con niveles elevados de bilirrubinas

(10 — 20 mg/dl)*.
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6.MATERIAL Y METODOS
é.1.Material
6.1.3.Reactivos
X  2,6~dimetilanilina (Aldrich 27%).
2,46-diisopropilanilina (Aldrich 97%).

Cloruro de cloroacetilo (sigma)d.

* X 3t

Sal disddica del 3cido iminodiacetico (ICN
Pharmaceuticals Inc.).

Etanol (J.T. Baker).

Acido acético glacial(d,.T. Raker).

Acetato de sodio(d.T. Baker).

Carbdn activado(sigma).

* X MK

fAcido (p—butilfenilcarbamoilmetil) iminodiace-

tico (BIDA) [{obsequiadol.

»*

Cloruro estanosc anhidrod(sigma).
% Solucion salina estéril libre de piragenos
(Travenol).
¥ Agua bidestilada estéril vy libre de piraégenos
{(Travenol).
¥ Solucidn de pertecnetato obtenido de un genera-
dor Tc—99m obtenido por elucion de una colum

na de Oxido de aluminio, que contiene Mo-99
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producido por fisidn ( Betec ININ).
Nitrogeno de alta pureza (LINDE).
Cloroformo¢J.T. Baker).

Acetona(3.T. Baker).

Acetonitrilo«d.T. Baker).

Eter deé petroleo(JI.T. Baker).

6.1.2;Equipo

4

x
*

Balanza analftica digital“"Sartorius®1602 MP
Rotavapor—R"Buchi "App. Nr 287106

C;mara gamma {(anger) Pho/BGamma LFOV “Bearle®
Aparato para determinar punto de fusien "Fisher
Jones".

EspectrofntOmétro"Perkin ~ Elmer*“modelo 337 ti-—
po rejilla .

Liofilizadéra ;Hull éorporatinn“ modelo BFS12
Campana:de flujo laminar "Veco"modelo GHFL-A-12

Bomba de vacio "Feli—-Welch” modelo 1400 doble—

" sello

Parrilla de calentamiento "Corning®pPC-351
Calibrador  de Radioisttopos ®“Capintec® mode-—
lo CRC~-10R .

Analizador monocanal “Frirseke-Hoepfner”
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% Termbmetro de ~-10-150°C

H.l.I.Material
X Matraz de fondo redondo con junta esmerilada de
230 m)
% Embudo de adicidn de 100 m)
% Recipiente de plastico de 2 litros para bafio
de hielo
* Matraz Kitasato de 250 ml

¥ Matraz Erlenmeyer de 250 ml

L]

Crisol BGooch con membraina de vidrio de poro me—
diano

Pipetasg de 2, 9; 10 v 20 ml

Vaso de precipitado de 100, 250 y 300 ml
Refrigerante recto

Matraz bola de 250 ml

Papel #Whatman No. 1

Probetas de 250 ml

Equipo de diseccidn

N T . I

Jeringas estériles de 1, S y 10 ml
¥ Ampolletas estériles de 10 ml

bel.f.Material bioldgico:

—73 ratones blancos de 25-30g de peso



-45-

—4 conejos blancos raza nueva zelanda (2500qg)
6.2. Método
‘6.2.1.8tntesis
HIDA: partid de la reaccion entre 1la
2y6-dimetilanilina con el cloruwo de cloracetilo en &cido
acético glacial para obtener la w-cloro—2, 6—dimetil acetani-
lida que, a su vez, reacciond con la sal disddica del
aAcido iminodiacético en un reflujo con etanol absolu;o v

en una solucitn de NaOH IN.

Gﬁf:'3
: CHa 0
B cY
NH, {1’ c1 NE O o,
-+ o \sz AcOH
Ciy cn,

Procedimientos disolver 2g (0.017 moles ) de
Z,6-dimetilanilina en 8ml de &cido acético glacial conteni-—
dos en un matraz bola con Jjunta esmerilada al que se le
adapta un embudo de adicién conteniendo 2g( (.017m0125)de

cloruro de cloroacetilo en 4ml de Acido acético glacial.
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Colécar el sistema en un bako de hielo(10°C) durante i ho-

ra, tiempo ‘en jue se afiade el contenido del emﬁudé;

for separado preparar 20ml de una solucidn saturada

de acetato de sodio ¥ agregarla al matraz de reaccidn agi-

tando por 30 min. con lo que se forma un precipitado blan-

quecino cristalino; filtrar y lavar con agua destilada. La

recristalzacidn se lleva a cabo en una suspensidn de carbén
activado al 2% en etanel caliente, el filtrado obtenido se
aMade agua destilada en wuna relacidon S:1 con respecto al
etanol, formandose, de inmediato, cristales ligeros de color
blanquecine se deja en refrigeracidbn unas horas para que

cristalice totalmente. (p.f.= 148-14%90C).

La csiguiente reaccion se utilizd para obtener el HI-
DA a partir del w—cloro-2,6—dimetilacetanilida y la sal di-

stdica del acido iminodiac®tico:

o 0 c _OH
CH3 I ONa CH 1l CH,—C
i3 ¢ o ’ 3 _c_ 2 "~
NH CH CH,—C__ N3 “CHsN )
2 / 2 SpX¥acu \ _OH
C + HN 0 HCYL CH CH—
Ha \ Y 3 SRAN
CH,—C Y

ONa HIDA



'

Frocedimiento: disolver &g (- 0.03 moles) de la ace-

tanilida en 100ml de etanol absoluto contenidos en un ma—

traz de fondo redaondo  con dos bocas esmeriladas y affadir

6g (0.03mbles) de la sal disddica del aAcido iminodiacétice

disueltos en 75 ml de agua destilada. Adaptar al sistema un

refrigergnte para reflujo vy un embudo de adicidn contenien-—

do 20ml de una solucidn 1.5N de higdroxido de sodio.

Aladir al matraz; gota a gota, la solucidn de hidro-—

sido de sodio durante 4hrs.,tiempo en gque el sistema se

mantiene en reflujo; continuar dicho reflujo teoda la noche.

La reaccidon se sigue por cromatografia en placa fina

con sllica gel, utilizando como sistema de solventes buta—

nols acido ac®ticotagua ( 4:1:11) donde las sustancias se

separan de la siguiente forma:

R¥
Acido iminodiacdtico..cveeanaes . Q.S

Acetanilidaceesaanccvsnncnansa 0.9

HIDA. cciicevenncacntsnssceanes Oub

A la mezcla de reaccidn se le evapora el etanol y 1la

solucidn restante se ajusta a un pH de 2.8 con acido clor-—



-48-

hidrico 6N, el precipitado formado es recristalizado doble
vez por disolucidn en hidrdxido de sodio 0.5N y ajustado el

pH con HCl concentrado. (p.f. 215-21& €)

6.2.2. Sintesis
DIPA : partid de la 2,6—diisopropilanilina en las

mismas condiciones que el HIDA.

i, G o,
N\
/

it
w, 3 N et
+ 1" ‘cff, = AcOH ‘
/ H\ / /CI-{
CH, CH, CH, CH,
Frocedimiento: disolver 51.3 g (0.2%9 moles ) de 2Z;6~
diisopropilamina en 200ml de Acido ac&tico glacial conteni-
dos en un matraz bola de junta esmerilada, al que se adapta
un embudo de adicidn conteniendo 32.7g9 (0.29 moles) de clo-
 ruro de cloroacetilo en 100ml de acido acético glacial. Co-—
locar el sistema en un bafo de hielo (10°C) durante una ho-
ra , tiempo en que se afade el‘contenido del embudo.
Por separado preparar 500ml de una soluci&n saturada

de acetato de sodio vy agregarla al matraz de reaccion agi-
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tando por X0 min., con lo qv.fe se -Forma_lun.pre::ipitadn ama—
rillo cristalino ;3 filtrar y-lavar con tetracloruro de car-—
bono para obtener cristales blancos. Recristalizar con una
suspensidn de carbdn activado al 2% en etanol caliente; al
filtrado ob:tenido se affade agua destilada en relacidn S:1
con respecto al etanol, formandose de inmediato cristales
ligeros de color blanquecino; se deja en refrigeracidn unas

horas para que cristalice totalmente. (p.f. 134-135°C).

La siguiente reaccidn es l1a obtencidn del DIFA a

partir de l1a acetanilida y 1l1a sal disdadica del ac. imino-

diacaético. CH3. CH3
CH3 _/0113 o /ONa ~_ c; -0
o1 cZ CH,—~ C ' %
: Cl - CH o]
“cns” / 2 So _maonm eyl 2
4+ HN HCL NCH2 ol
CH NP 0 ~K
~ cHy—CZ CHy So
CH3 CH3 ONa
DIPA
Frocedimiento:Disol ver 50g (0.2moles) de w-cloro

2,6-diisopropilacetanilida en 500ml de etanol absoluto con-—
tenidos en un matraz de fondo redondo con dos bocas esmeri-
ladas y affadir 3ég (0.2moles) de cal disddica del ‘acido
iminodiacético disueltos en 200ml de agua destilada. Adap—

tar al sistema un refrigerante para reflujo y un embudo de
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adicidn conteniendo 100ml de una solucidn 1.5SN de NaDH.

Aladir al matraz, gota a gota, la soclucidn de hidro-—
xido de sodio durante Shrs., tiempo en que el sistema se
mantendra en reflujos; continuar dicho reflujo toda l1a no—

che.

Lta reaccidn se sigue por cromatografia en placa fina
con silica gel, utilizando como sistema de solventes buta-—
nol: aAcido acético @ agua (4:1:1), donde las sustancias se

separan de la siguiente forma:

Rf
Ac. iminodiacético...u.cee.. 0.3
Acetanilida.sevecrrrrraraanee Q.9
DIPA. . ittt cecrseverssnseacnnns 0,6

A la mezcla de reaccidn se le evapora el etanol y 1a
solucién restante se ajusta a uwn  pH DE 2.8 CON HCl1 6N, los
cristales formados en MaOH O0.5N y extraidos con &ter 3 ve-—
ces ¢( NaBDH O.5N : #&ter J:1 vol/vol ). Ajustar a pH 2.5 con
HCI concentrado, lavar los cristales con un poco de benceno
y recristalizar por disolucidn en NaOH O.5N y ajustando a

pH 2.5 con acido clorhidrice concentrado. (n,f, 186-107°

).
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6. Z.3.Preparacidn de nucleo—equipos HIDA-SN

1. Preparar 25ml1 de HC1 2N conteniendo 25mg/ml de

cloruro estanoso {(dicolver previamente eé=ste en el acido

clorhidrico concentrado) con agua destilada puraada con

.nitrdgeno .

2. For separado disolver 250mg de HIDA en un volumen

aproximado de 15ml de agua, despugs de adicionadas unas

gotas de MNaOH 3N para disolver al compuesto vy posterior-—

mente ajustar 1 pH a 6 con HCY ON.

F. Mezclar la solucion "2" con 1ml de la solucidn "i®

y ajustar el plt a 5.5 con NaOH 1N.

4. Agiregar a la solucidn "3" S0mg de pluronic.

S. Ajustar el volumen a S50ml con agua destilada pur-

gada con nitrégeno.

&, Filtrar le solucidn con Millipore (0.22 micras).

7. Distribuir en ampnllatas 2ml por vial y liofilizar
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6.2.5. Froduccidn de nucleoc—equipos EIDA-Sn

1. A 2.5 ml de HCl agregar 31.25mg de cloruro estano-—
=0 anhidro hasta completa disolucifdn, aforar a 25ml con

agua destilada purgada con nitrdégeno.

2. Por separado disolver 250mg de BRIDA en un volumen
aproximado de 15ml, despuéds de adicionadas unas gotas de
NaOH 3N para disoclver el compuesto y ajustar el pH a & con

HC1 &N,

3. Mezclar la solucion na2n con 1 ml de 1la solucidn

1"y ajustar el pH & S.5 .
4, Agregar a la solucidn 3" S50mg de pluronic.

5. Ajustar el volumen a 50:ml1 con agua destilada pur--

gada con nitrogeno.
&, Filtrar la solucion con millipore (0.22 micras)

7. Distribuir en ampolletas de 2ml/vial y liofilizar
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&.2.4.FProducci don de nucleoc—-equipos DIFA-SRH

1. A 2.5m1 de HC1 agregar 62.5 mg de cloruro estancso
anhidro hasta completa disolucidn, aforar a 25ml con agua

destilada purgada con nitrageno.

2. For separado disolver 2850mg de DIPA en un volumen
aproximado de 15 ml, despuds de adicionadas unas gotas de
MabH 3M para disolver el compuesto y despu®s ajustar el pH

a 6 con HCl1 &M.

3. Mezclar la solucidn "Z"%con 1ml de la solucidn "1

y ajustar el pH a 5.5.
4. Agregar a la solucidn 3% SOmg de pluronic.

S5. Ajustar el volumen a 50ml con agua destilada puww-—

gada con nitrageno.
6. Filtrar la zolucidn con millipore ( 0.27 micras)

7. Distribuir en ampolletas 2ml poi- vial y lienfilizar
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6.2.6:Marcaje con Tc~99m

Consideraciones previas: el Tc—-99m es obtenido de un
GETEC, generador de Te—-99m basado en una columna cromato—
grafica de &xido de aluminio, que contiene Mo—~9% producido
por fisidn. Su diseffo permite utilizar un volumen peqgueffo
de eluyente para obtener una alta concentracion de Tc-99m,

a la vez que produce un alto rendimiento.

&) Tomar un {frasco con eluyente de cloruroc de sodio
al 0.9% y desprender el centro de la retapa de aluminio

para limpiar perfectamente con alcohol.

b)) Retirar el frasco protector de la cavidad de menor
diametirro del generador vy colocar en su lugar el frasco con

solucidn eluyente.

) Retivrar el frasco protector de la cavidad de mavor
diametro del generador y colocar en su lugar un frasco al

vacio protegido con blindaje de plomo.

d4) En unos segundos debera verse un burbujeo en 1a

solucidn del frasco con salina, 1o cual indica que la elu-

cidn ze cetd efectuando correcltamente, esperar S5 minutos.
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e) Retirar el blindaje " con el frasco que contiene el

tecnecio.

) Medir la radiactividad de 1la solucidn de Tc—~%9m

obtenida del GETEC en un calibrador de dosis.

g) Diluir con NaCil al 0.9%Z la solucidn anteriormente

obtenida hasta obtener una actividad de 1mCi/ml.

h) Colocar el frasco del nucleo—equipo en un contene—

dor de plomo.

i) fAdicionar en condiciones asépticas 2-4ml de la so—
lucidn de Tc—99m (en forma de pertecnetato) obtenida del

GETEC al nucleo—equipo.

3> Mezclar el frasco del contenedor suavemente y es-—

perar 15%a que el marcaje sea completado.
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"6.2.7.Deterninacidn de pureza radioquimica (sistemas cros

matograficos)

Consideraciones previas: la pureza radioguimica es la

proporcidn del radionucleido prezente en unae forma quimica

determinada. Las técnicas usuales para su determinacion

son la cromatografia vy la electroforesis. La cromatografia

es una técnica gque permite separar uwna mezcla en sus com—

ponentes. Su fundamento, en forma muy simplificada, es la

migracidon do una sustancia a través de un medio fijo, fase

estacionaria, arrastrada por una fase mdbvil, a una veloci-

dad que depende, entre otras cosas, de la estructura de la

sustancia y de 1a naturaleza de las fases estacionaria y

mdvil. Los procesos intervinientes son, entre otros, ad-

eorcidn, particion, solubilidad, presion de vapor, tamafo

molecular y carga idnica.

a) Colocar en tiras de papel de fibra de vidrio im—

pregnadas con silica gel (2X15cm) una gota del radiofarmaco

a 1.5cm de uno de los extremos vy a 12cm de este punto  co—

locar una marca que indicard el {rente del solvente.

b) Introducir dichas tiras en cubas cromatogrificas



(probetas de S00m]l con tapdn de caucho ) que se le adapta
un gancho para sostemner la tira) gue contienen como SOl
vente cloroformo—acetona 7:X  , solucion ealina al 0.9%,

metannl al BS%Z y acetonitrilo—agua 3:1.

<) Cuando el solvente haya alcanzado la marca que
indica el frente retirar las tiras dejarlas secar a tempe-

ratura ambiente.

d) Cortar las tiras en doce fragmentos (de lcmd vy

medir su actividad en un contador de centelleo.

@) Determinar el porciento de producto marcado, per—

tecnetata libre y Tc reducidn (diodxido de tecnecio) o

E:ISTEMA DE SOLVENTE Teo, (Rf) Tcnd- (RF) hredygtoe (RF)
Clorofarmo-~acetona 723 2] 1 3]
Metanol 85% 1] 1 1
Acetonitrilo-Hy0 3:1 o 1 1
Metil-etil-cetona a 1 a

6.2.8. Cantrol de esterilidad del radiofadrmaco
Sembrar 1Iml del radiofarmaco en medio fluido de tio-

glicolato y medio de caseina soya, dejar jncubar & I7°C vy

25°C respectivamente y guardar los medins sembrades por 15

diac revisAndolos diariamante.
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L. Z2.9.Deterainacidan de pirdgeneos en radiofarmacos

Consideraciones previas: Las sustancias pirogénicas

son productos del metabolismo bacterianc, termoestables y

filtrables, que ne se eliminan con una esterilizacidn con—

vencional como el calor. Las =ndeotoxinas son de bacterias

gram neaativas y eetin constituidas por un lipopelisacari-

do compleio unido a una protefna.

La prueba pude realizarse in vivo { prueba en cone-

jJos) o in vitro (prueba de Limulus). La primera consiste

en inyectar unh minimo de 10 veces la dosis indicada por g

de peso en un volumen no menor de Iml ni mayor de 10ml a

un conejo, se le determina la temperatura

Prueba de Limilus: los amebocitos, Gnicas c@lulas que

circula por 1z linfa del Limulus polyphemus, contiene una

proteina coagul abile gque gelifica cusndo se pone en contac—

to con endotozinas. Este fenbmeno fue la base de la apli-—

cacidn del lisado de amebocitos de 'imulus (LAL) como in-—

dicador de endctoxinas.
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a) Preparacitn de control positivo: Reconstituir la
endotoxina con Sml de agua (libre) libre de piroégenos, cada
ml de esta solucidn contiene S00microgramps/ml de endoto-—
xina de E. coli, diluir ésta con agua estéril libre de pi-
rédgenos hasta obtener una concentracion O0.05microgramos/ml
y colocar O.1ml de esta altima solucidn con O.1iml de AL,

dejar incubar a 37°C por una hora.

b) FPreparacidn del control negativo: Colocar 0.1ml de
agua estéril libre de pirdgenos con ©O.1ml de LAL, dejar -

incubar a 37°C por una hora.

c) Preparacidn del problema: colocar 0O, 1ml del radio-—
farmaco con 0.1iml de LAL, dejar incubar a 3I7<C por una ho-
ra. Hacer 1o mismo con una dilucidn 1:10 del radiofarmaco.

d) Transcurrida la hora, invertir los tubos 180 gra—
dos, un gel fijo y firme en lo= tubos que contienen l1la

muestra, indican la presencia de sustancias pirogénicas.
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6.2.10. Ensayo de toxicidad en los radiofarmacos.

Consideraciones previas: variaciones en las can—
tidades del farmaco utilizado o la introduccidn accidental
de sustancias ajenas a l1a composicidn pueden producir
efectos tdxicos en el paciente cuando se le administra el
radiofarmaco.

FPara evitar esto se realiza la prueba de toxici-
dad 3 la misma consiste en la inyeccion del radiofdrmaco
en ratones y la posterior observacidon de los mismos por &6
horas come minimo.

a) Colocar un ratdn blanco en el brete adecuado y
dilatar las venas de la cola mediante calor.

b) Inyectar por la vena marginal de l1a cola O.iml
de cada uno de los radiofarmacos.

c) Repetir la operacion con cuatro ratones mas.

d) Colocar a los animales en una jaula bien ven-—
tilada.

2) Aguardar 24 horas para considerar no tdxica 1la
solucidn administrada, no debiendo para elle morir ningan
animal.

NOTA: debe tenerse sumo cuidado de no inocular

burbujas de aire que producen muerte por embolia gaseosa.
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6.2.11. Biodistribuci®n del radiofarmaco

Consideraciones previas:Este dato es de suma im—
portancia pues permite evaluar el comportamiento "in viwvo"
del radiofarmaco inyectado.

Fara determinar este parametro se deben emplear
organismos de fisiologla perfe:taménte conocida como rato-
nes, ratas, conejos, etc. Después de inyectar el radiofar-
maco se debe esperar el tiempo pre#ijado y se sacrifica el
animal .Easte tiempo varta seqgan =1 compuacto a onsayar vy
estd determinado por el momento en el cual la actividad en
el &rgano blanco presenta la menor variacidn en funcidn
del tiempo.

a) Colocar al ratéon en el brete y dilatar las ve—
nas de la cola mediante calor.

b) Inocular en la vena marginal de la cola 0.1ml
del radiofarmaco. Para el HIDA de utilizan 5 ratones y para
el BIDA y DIPA 4 ratones.

c) Bacrificar a los animales de acuerdo a los si-
guientes intervalos de tiempo:

~ —-HIDA a los 2, 5, 10, 15 y 20 min.
-DIFA vy BIDA a los S5, 30, 60 y 90 min.

d) Fijar al ratdn sobre la bandeja de diseccidon
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con la zona ventral hacia arriba y proceder a abrir la ca—

vidad toraxica y la intestinal cuidantdo de no CDFtar los

drganos interiores.

e) Extraer sangre, riffones, estdmago, intestino,

higado, bazo, vesicula biliar, pulmones, vejiga y orina.

) Leer la actividad en una camara de centelleo

para cada drgano y calcular el porcentaje de actividad en

cada uno de ellos, teniendo en cuenta que la dosis inyec—

tada surge de la siguiente expresidn:

DOSIS INYECTADA: Actividad (higado) + A({sangre) -+

Al{rifiones) +  Alestdmago) + Adintestino) + Al{bazo) +

Al{veslicula biliar) + A(pulmones) + A vejiga y orina) +
Atresto del cuerpo).

g) Realizar S veces las pruebas de biodistribu——

cidn por farmaco .

NOTA: La dosis inyectada es de 0.01mg/g de peso con

una actividad aproximada de 0.05 mCi.



6.2.12. DObtencidn de imAgenes gammagraficas en conejos.
Despugs de que los radiofarmacos hepatobilias
res pasaron las pruebas anteriores nada uno fueron inocu-—
lado en 4 conejos blancos raza nueva zelanda
({identificadns come conejos W,X,Y y Z) con el fin de obte-
ner ima&genes gammagraficas. Esta actividad fue realizada
en el departamento de Medicina Muclear del Instituto Na-—

cional de Fediatria.

a) £l conejo es atado en posicion decdbito dor-—
sal en una tabla de madera por las cuatro patas mediante
cintas de t2la de tal manera que quede inmovilizado duran-—
te todo el estudio.

b) Inyectar Q. 1ml del material radiactivo
(Tc-29m—HIDA, Tc—-?9m-BIDA & Tc-99m—-DIFA) con una actividad
de 1mCi {0.5mg/Kg pesn).

c) Desde el momento de 1la inyeccidn hacer el
rastreo mediante una camara gamma (anger) Pho/Gamma LFOV
"Searle” .

d) Con 1o anterior obtener una serie de ima-—
genes a diferentes intervalos de tiempo durante una hora:

0, 5, 10, 20, 30,45 y &0 min.
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&.2.13. Pruebas Clinicas

Las pruebas  clinicas fueron realizadas en un

hospital particular en la ciudad de Puebla en pacientes

ictéricos ;3 soOlamente fueron comparados HIDA y DIPA, ya

que ellos utilizaban al primero en pruebas de rutina y

finicamente se interesaron por las ventajas del DIPA.

a) El paciente debe estar en ayunas un minimo de

dos horas.

b) Administrar de 0.1 — 0.5ml del radiofarmaco

con una actividad entre 1-3mCi por via intravenosa.

c) Con el paciente en dec@bito dorsal obDte—--

ner & imdgenes en proyeccidn anterior a intervalos de S

min. Se sigue con 1la lateral derecha, cblicua anterior de—

recha y, finalmente anterior a los 45 minutos.

d)Si en este punto no se detecta radiactividad

en los conductos intrahepaticos, vesicula biliar e intes—

tino, obtener imagenes adicionales a intervalos variables:

244,6,8 e incluso 24 horas.

e) Cuando el objeto de las imagenes tardlas es

el de determinar la presencia de radiactividad en el in-

testino, se realizan tomas del abdomen excluyendo el higa-—

do.
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TARLA 1Y

RENDIMIENTD Y CARACTERIZACIUN DE LOS5 PRODUCTOS OBTENIDOS

PRODUCTO p.f. (°c) | RENDIMIEN R.f. (E.C.F.)
’ T0
(%)
w-cloro-2,6-dimetilscetsnilida 14B-149 92 0.A7 (S.S.#BENCE NO)
w-cloro~-2, 6~diisopropilacetanilidal 134-135 B6 D.44 (5.S. BENCEND)
HIDA 215-~216 91 G.3 (S.5. butonal-
. Ac. acttico-Hy0 4:12)
DLIPA 186-187 85 0.3 {S.S. butsnol-
. Sc. acéti:u—ﬂ?ﬁ 42121

5-5'9 s Sistema de solvente

Los productos fueron caerscterizatns por la comparacién de
sus espectros de infrarrojo con los de muecstras de NIDA y DIPA ab-

sequiados por el centro de SOHEQ de Israel, sunque se encontrd pa-

-+ #1 DIPA de Israel un rango de fusién m&s amplio (p.f. 184-1a7°C).
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TABLA 1V,

PRUEBAS CRUZADAS DE 1.AS DIFERENTES CONCENTRACIONES DE SnCl, EN LOS NUCLEC-
EQUIFOS DE HIDA, DIPA Y BIDA, HACIENDAOSE NOTAR EN CADA CASO LA PUREZA DEL

MARCAIE.
RADIBFARMACO IMPUREZAS RA- SnCly (mg)
i) DICOUIMICAS., 1 o.2 o.1
TeO™ (%) 3 15.0 20.0
Te-F99mHIDA (4. 0) fn.
TecO_ %) 7 2.0 0.0
2

TeB (%) * 1.8 13.0
Te-29-mDIPA (S.9) a

TeD (%) * 8.0 1.6
A

TeO_ (%) * 5.0 0.1
2

TeO (3] x 0.1 2.0
2

L\'c—9‘7—mf:1 DA 6.0

¥ = Inestable la solucién de SnCi,

nUTh 2 Los nuclen-equipos obteniros son estérilea, libres de pnie-

rfgenns y nn-téxicos.
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TABLA V

RESULTADOS DE LAS CROMATOGRAFIAS EN ITLC Y WHATMAN-1.

Para 21 HIDA la resolucidn fue satisfactoria en so>
lucion salina, obteniendo un s6lo pico con una eficiencia del

marcaje superior al 907%.

El RIDA v el DIFA no se sepaman satisfactoriamente
en solucidn salina al 0.9%. Es necesario para estos dos ra—
diofarmacos la utilizacion de dos sistemasi uno para determi-—
nar Tecnecio hidrelizado y el otro para determinar Pertecne-—
tato libre, por 1o que se utilizaron los siguientes sistemas
de solventes: ’

SISTEMA DE SOLVENTE TeO TcO COMPUESTO
(ITLC) 2 9 (DIPA B
BIDA)
(Rf) {(Rf) (Rf)
CLOROFORMD-ACETONA 7:3 0.0 1.0 0.0
METANOL 85% 0.0 1.0 i.0
ACETONITRILO-AGUA 3:1 0.0 1.0 1.0
METIL-ETIL-CETONA . 0.0 1.0 0.0

Sin embargo, dentro de los sistemas cromatograficos
para obtener la actividad del pertecnetato libre (donde el R¥f
del compuesto es cero),; se observaron dos picos cromatografi-
cos que vartan con el pH. Dichos picos cromatograficos coa—
lescen en el origen cuando la cromatografta se realiza de la
sangre o de la bilis de un ratén previamente inoculado por
via endovenosa con los compuestos marcados (ver graficas 3,
4 v 5.
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GHAFICA 3.

CROMATOGRAF1A DE Tc-99m-BIDA A DIFERENTES PH,

( ITLC  Cloroformo- Acetona 7:3 )
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GRAFICA 4,

CROMATOGRAFIA DE  Tc-99m-DIPA (ITLC)
A DI FERENTES pHs

. {Cloroformo—Acetona 7 :3)
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CROMATOGRAFIA
INOCULADOS CON

( ITLC Cloroformo-acetona
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GRAFIGA 5.
DE BILIS ¥
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GRAFICE 6,

ACLARAMIENTO HEPAfQBILIAR DE Tc-99m-HIDA
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LRAFICA 7.

ACL ARAMIENTO HEPATOBILIAR DE Tc-99m-DIPA
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GRAFICA '
ACLARARMIENTO MEPATOB!LIAR DE Tc—-929m-BIDA
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GRAFICA 9,

ACLARAMIENTO HEPATOBILIAR DE Tc-—-89m-KiDA
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GRAF1CA 1l0.
ACLARAMIENTO HEPATOBILIAR DE Tc-89m-DIPA
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GRAFICA 11. *
ACLARAMIENTO HEPATOBILIAR DE Tc—SSm-—BIDA_
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: GRAFICA 12, : o
COMPARACION DE LA RELACION VESICULA/HIGADO
DE RADi0OFARMACOS HEPATOBILIARES EN RATONES®
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ANALISIS DE |MAGENES CENTELLEOGRAFICAS EN CONEJOS
HIGADQ VESICULA BILIAR
TI1EMPO (min) WD;(P/\?Z WQ|1‘?AZ ws(l‘?Az TIEMPO (min) wD>l<P$Z w};‘gAz wB>[(D¢z
5 6666|4L5551(666%6 5 0000{0030{0000
10 655 6|3 LLL 6666 10 0032312330010
20 5LL45}1222|555F%5 20 313303231030
30 L 33410111 {bLbh 30 3233031 3{3131
Lg 3233|0001 ({35433 Lg 212303032121
60 2122/00 112322 60 012303031110
NOTA:E\:::);{\E( é-és conejos NOTA: Escala 0-3
VEJIGA INTESTINO
DIPA H1 DA | DA i DIPA HiDA BIDA
TIEMPO (min){ W X Y Z{ WX Y Z|WXVYZ P TIEMPO (min) |W X Y Z21W XY ZIwXY7Z
5 01o01{2110{0000 5 11 1j2110]00 01
10 1211132221111 10 2212322271111
20 1211133332222 20 3323({3333(2222
30 222 1144 bb 223 30 3433444413223
Ls 222 1} hb4 4Ll 333 Ls Lk 3 Ljlhlblbh|3z3 33
60 222 Vb4 Lk 333 ! 60 - L L 4 L L L4 LiL 333
NOTA: Escala o-n T NOYTA: Esacala 0-4

vIgyl

1A
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ANALISIS DE VARIANZA PARA PRUEBAS EN CONEJOS
MODELO: Yije =M & Fi o+ T & FT

i (RN 145 ))
donde M= media ; = Radiofarmaco: T.= tiempo ; FT;.= Interaccion tiempo-radiofarmaco
Ex(ifny= efec[:c debido a 1a variabilidad-: J Yine™ resul tado obtenido
biologica. v

F.v. P.S. Pds S.C. M,C.

F i1 i-1 22 N3k - YR SCF1 /g1

i . S i’g

Tj i-1 EY Jjllik - Y ../i_\k e SCTj/g‘I
A G- (-1 =22k - Y.. 73k = B2y Jtks ¥R /05K L SCTR /gt
Ek(i) (k-1)13 sgazu\k - E.Y A SCEL(i]) /gl

= Fuente de variacio6n

F.V. : P,S.= producto simbédlico : —Pds='pr'oducto simbdlico desarroltado
S.C.= suma de cuadrados ; M,C,= o

media cuadratica

TABLA OE LA ESPERANZA MATEMATICA] EFECTOS

2 .
Fy VZE TF Fi:MCFi/MCEk(;j) = Feale.

Ty e vt T

Ik MCTj/MCEk(iJ)- Feale.

TRy FE  FTF FTijt MCTF;j/MCE, - F
R (13)'= Feare,
Ek(ij) Qe
REGLA DE DECISION: Si Feale, > Frabl sfecto

estudiado. es sxgmﬁcat«vo de 1o con?rarlo las
diferencias son debidas a la variabilidad biolégica

NOTA: F= estadistico
¢ = 0,05

tlin viayl

~gg~
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RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA PARA LAS GAMMAGRAFIAS EN CONEJOS

1. LAS DIFERENCIAS OBSERVADAS EN LA EXTRACCION HEPATICA
ENTRE EL DIPA Y EL BiDA NO SON ESTADISTICAMENTE SIG-
NIFICATIVAS,

2. LAS DIFERENCIAS OBSERVADAS EN LA EXTRACCION HEPATICA
PARA EL HIDA RESPECTO AL DIPA Y BIDA SON ESTADISTIGA
MENTE SIGNIFICATIVAS,

>

3. LA CINETICA DE ELIMINACION PARA EL HIDA, DIPA y BIDA
ES DIFERENTE, BDONDE EL HIDA SE ELIMINA EN MENOR TIEM-
PO, MIENTRAS QUE EL BIDA ES QUIEN LO HACE MAS LENTO.

( EFECTO DEL TI1EMPO ESTADISTICALIENTE SIGNIFICATIVO EN
INTESTINO E HIGADO)

L4, LAS DIFERENCIAS OBSERVADAS EN LA CONCENTRACION EN |IN--
TESTINO HASTA LOS 60 min. ENTRE EL HIDA y DIPA NO SON
ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVAS, MIENTRAS Si1 LO ES PA-
RA EL BIDA RESPECTO A LOS DOS ANTERIORES,

5. LAS DIFERENCIAS OBSERVADAS EN LA VISUALIZACION DE LA
VES!CULA BILIAR ES DIFERENTE PARA LOS TRES RADIOFAR
MACOS Y LA ELIMINACION NO DEPENDE DEL RAD!IOTRAZADOR
SINO DE LA VARIABILIDAD BIOCLOGICA, -

6., LLAS DIFERENCIAS OBSERVADAS EN LA VISUALIZACION DE LA
VEJIGA PARA LOS TRES RADIOFARMACOS ES ESTADISTICAMENTE

SIGNIFICATIVO,



10 HORAS 12 HORAS 24

OBSTRUCCION COMPLETA
DEL COLEDOCO

Imagen 1V. Gammagraffa hepatnbiliar con Tc-99m en humano.
Obsérvese la falta de excrecién del material -
racdiactivn al intestinn tdespufs de 24 brs..lo
que implica una nhstruccidn completa del colé-
doco.
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*« COLECENTELLOGRAF 1A
9SMTC —~ HIDA

Imagen V, Colecentelleagrafia con Tc-29m-HINDA y con
Tc=99m-DIPA en humana. 0Ohsérvese que la -
visualizacin de 13 vesfcula rtiliar es -~
més delimitada en sus bordes con Tc-99m-DI
PA que con Tc-99m-HIDA, debida a la ré&pida
excrecian <e éste Gltimn del ducto biliar.



-HIDA en

fa con Tc-99m
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Imagen vl

humana,



8. DISCUSION DE RESULTADOS

Con el método de ceintesis para HIDA vy DIFPA que
aqul se presenta es posible obtener buenos rendimientos
(85-92%) con la pureza deseable. Dado gque 1a sintesis con-
sistid en la formacjbn de la acetanilida correspondiente
seguida de la adicién de 1l1a sal disddica del acido imino-—-
diacético fue posible, en ambos casos, eliminar facilmente
subproductos ( como los resultantes de la oxidacidn de 1la
anilina aromatica o la hidrdlisie de la acetanilida )Y con

l1a simple recristalizacidn Y el lavado de los cristalecs

usando solventes de baja polaridad ( CCly ) como ocurrid con

el DIFA.

La pureca fue evaluéda con 21 corto rangoe de pun-—
to de fusidn vy 1la cromatografia de silica gel en capa fi-
na que revelaba un solo producto. Dado que el IMIN no cuen-—
ta con el equ%po para espectroscopia de RMN asi como anali-
sis elemental, los productos fueron caracterizados mediante
la comparracidn de sus espectros de infrarrojo con los de

HIDA y DIFPA obsequiades por ol centro nuclear de SOREQ Is-—-

el
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Otra alternativa para 1la sintesis de los deriwva-

dos del acido iminodiacetico que también podria ser rapida

y sencilla consistiria en hacer reaccionar el anhidrido del

adcido nitrilotriacetico con 1a correspondiente anilina.

Se eligid para las formulaciones de nucleo-equi-—
pos al cloruro estanoso como ageﬁte reductor por las venta—

jas que representa el uso de "kits instantaneos”, ya que

otiros métodos para reducir el pertecnetato requieren de

procedimientos adicionales como es el caso del HCl, donde

el farmaco debe ser calentado y posteriormente adicionarse—

le un buffer para poder ser inoculado al paciente. Al que-—

dar el estaffo integrado en la formulacidn liofilizada actda
como reductor en el momento en que el producto es hidratado

con el pertecnetato en solucidn salina; sin embargo, es im-—

portante la cuidadosa preparacidtn de las soluciones de SnCly

antes de la liofilizacidn con el fin de evitar tanto 1a

orxidacidn como la hidrélisis del mismo que puedan afectar

el marcado de 1las molécul as; esto es, el idn estanosos en

solucidn tiende a oxidarse en poco tiempo a idn estanico

como no hay prueba concluyente de la existencia del hidre-

sido estanico simple Sn{(DHY , ze ha postulado que éste su-—
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fre hidrbdlisis formandose el idn estanato hidratado [Sn(Ong-

que corresponderia al compuasto tedricorHySn(OH) . L&

oridacidn fue evitada utilizando una atmdsfera de nitrdgeno

al momento de preparar las formulaciones. No obstante, las

soluciones acuosas de la sal (SnCly ) se enturbian por efec—

to de la hidrdlisis teniendo lugar la formacidn de clorwo

bhasico:

-+

+ + +
Sn(HQP& + H20 —— Sn(DH)(HzD) “+ H3 [»]

4
SNAOHY tH,0)  + €1 e smmncz; +  HyO

Este enturbiamiento se evitd no excedi@&ndose a up pH mayor

de & cuando se ajustaban las soluciones al pH final.

t.a cantidad agregada a los {armacos de Snc& es

especlifica para cada uno de ellos pese a la similitud en s

estructura quimica , ya que en solacidn presentan notable

diferencia de viscosidad ¢ este dato estaria intimamente
relacionado con su diferente lipoficidad ). Las cantidades

Optimas del agente reductor fueron elegidas de 1a biblio-

grafia ( 3,4,29,34 ), encontrando la cantidad de idn esta-

noso donde 1a pu#eza radiactiva fuera por lo menos del Q0%
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evitando, de esta formd, un

{(no reducido) vy/o tecnecio

subproductos del marcaje:s
++ -
TO + H,0
CATION DIVALENTE QUE

SE UNE EN MAYOR PRO-
PORCION AL LIGANTE.

exceso de pertecnetato

colpidal { hidrolizado

+ .
Tco (ﬂ}i) -+ F{F

CATION MONOVALENTE QUE SE
UNE POCO AL LIGANTE,

libre

) como

!

Te0 (OH), + H

ESPECIE NEUTRA QUE NO ENTRA
EN COMPlEJOS DE COORDINACION,

4
T0 (0H) + H,0 ———

T,C, H,0

Las cantidades de estaffo dptimas que se refirie—

ron para cada caso fueron corroboradas al realizar un expe-—
rimento cruzado con las tres concentraciones de SnClZ( O.1,

0.2 yv 1mg) vy los tres farmacos (HIDA, DIFA yERIDA), con—

cluyéndose que se trabajarla por vial las siguientes canti—
dades de cloruro estanoso: HIDA 1mg,

DIPA 0.2mg, BIDA 0.1mg

{Tabla I1V).

L.a pureza radioquimica del DIFPA y BIDA =e creyd

en un momentoe dudosa con el hallazgo de picos cromatogr&fi-—
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cCos que no se presentaﬁ én las regipngé de pertecnetato li—
bre o tecnecio hidrolizado y que ademds variaban con el pH
de la formulacion (pronunciandose mas a pH bajos [graficas
3 vy 41); sin embargo, la biodistribuciodtn no era afectada
cuando se haclan las pruebas bioldgicas en los ratones, he—
cho que nos llevd a realizar cromatogra¥ias de bilis y san—
gre 20min despuds de indcular a los ratones con formulacio—
nes de DIPA a pH de 6, 5.5 yA4.5, observando que en los
tres casos los picos coalescian en el origen (grafica 5).
De acuerdo con Fritzberg, Nunn A.D. vy colaboradores ( 1 vy
34 ) 1la identidad de un seéundo pico cromatografico que no
altera ei comportamiento biclégico de los compuestos es una
pregunta que adn permanece. Una posibilidad la reflejaria
la estructura propuesta por lLoberg y Fields en cuanto é la

formacidn de complejos con dos iminodiacetatos y un tecne—
cio (fig. 3) pero probablemente con cambios en los grupos
cloro, acuo o hidrozi en siete o mas estructuras de coordi-—
nacidén; el incremento del PH esperaria como resultado un
desplazamiento de cloro si los iones cloruro fueran parte
del complejo, asi mismo, si un grupo acuo fuera parte de 1a
estructura. Este punto podria explicar 1l1a rapida conver-—
sidndel segundo componente a una sola estructura a pH mas

alto.
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PROBABLE COMPLEJD DE COCRDINACZION Tc-99m-
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Se aprecia en 1la  biodistribucidn en ratones que
efectivamente la actividad de los tres farmacos se concen-—
tra en drganos de interés (higado y vesicula) corroborando-—
se su eliminacidn por presencia de radiactividad en intes-
+ino, factor indicativo de que pueden utilizarse para estu-
dioe dinamicos en la evaluacidn de la funcidn hepatobiliar.
El aclaramiento por drgano para HIDA, DIFA y BIDA (graficas
by 7y BY, muestra una excrecidtn mucho mas rapida del pri-
mero respecto del segundo y  tercero y una cinética de eli-
minacidn para el DIPA vy EIDA muy semejante. Al analizar el
aclaramiento por gramo de o&rgano ( graficas 9, 10y 11 ) vy
la relacidn vesiculashigado (grafica 12) puede establecerse
qua 1 DIPA mantiene el mismo nivel que el HIDA, es decir,
wna relacidn de concentracidn de actividad aproximadamente
pehenta veces mayor en vesicula biliar gue en higado, aun-—
que a diferentes tiempos, vyva que el pico maximo para el HI-
DA se localiza a los S-min, mientras que para 1 DIFPA es a
1os F0 minutos; este Altimo tiempo coincide con el BIDA,
pero agqul 1a relacidn antes mencionada es aprouximadamente
25 21. La importancia de estos datos radica principalmente
en 1a calidad de la imagen gammagrafica puesto que con el
HIDA v @1 DIPA se lograra observar mejor los detalles del

arbol biliar a1 haber wna notable variacidn de intensidad
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d&_actividad entre h!gadc; b4 veslculg- o

Al realizar las gammnagrafias &n ca:mejosJ ancontras—
mos que efectivamente el HIDA se elimina mis rapido =5—
guiéndole el DIPA vy finalmente el BIDA (tabla VII ), esto
corrobora la parte de 1a hipdtesis en que se postula nue 1a
disminucidn del tamafio de l1as cadenas algquiliras y 1as po—
siciones ORTO de los sustituyen-tes en el anillo bencénico
de los derivados del acido (fenilcarbamoilmetil) ininodia-—
cédtico manifiestan bioldgicaments una reduccidn de la acti-—

vidad lipofilica, mientras que 1la posicidn PARA incrementa

1la misma.

Lo anterior tambien se refieja al obesprvar gQue la excrecidn
por vejiga (menor especificidad hepatica) en orden decre—
ciente es HIDA, DIPA y BIDA; dicho orden es el mismo para

la visualizacidn de la vesicula biliar.

tl.as pruebas clinicas fueron realizadas en an hos—
pital particular en la ciudad de FPuebla, donde sdIlp o in-
teresaron por las ventajas del DIPA respecto al HIDA
en cuanto a la competicidn por bilirrubinas (e1los wtiliza—

ban al HIDA en pruaebas de rutina ) vy, efectivamente encon—
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traron mejores imd3genes con el DIPA cuando los pacientes
presentaban ictericia. Las - imAgenes se consideraron como
arrchiva privado del hospital, por lo que s8lo se obsequiaon
tres gammagrafias. En la primera (imagen IV) se muestra un
estudioc con DIPA~-Tc-9%m de'un paciente con ictericia ( bi-
lirrubinas 2mg/dl?) donde se ohserva claramente la concen-—
tracidn hepatica del Radiofarmaco sin excrecidn intestinal
por lo que facilmente se diagnostica obstruccidn completa
del colédoco. En la segunde  imagen (imagen V) se le reali-—
zan estudios colecentelleograficos a uwuna persona que tiene
niveles de bilirruginas de 6mg/dl observandose una mejor
visualizacidn al uvtilizar DIFPA-Tc—929m que HIDA-Tc-99m . va
que en &ste ﬁltimol la concentracidn hepatica es menor ob-—
servandose mucho md&s una parte del riffdn que 12 vesicula
biiiar. La tércera imagen ¢imagen VI) muestra un examen 2
un paciente no idctérico donde el HIDA provecta una fiel
imagen de la vesicula biliar. A la fecha el hospital antes

mencionado y otros mds continfan comprando el DIFA al ININ.

Finalmente podriamos decir que el HIDA seriaz el
farmace de eleccidn para Ja obeervacion del arbol biliar

(por su rapida edNcrecion ) no siendo uwtilizado con niveles
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altos de bilirrubinas pueéto que se_eliminaria en su mayar
-parte por riffones no habiendo huena'biéﬁélizacibn ﬁepatobii
liar. El1 BIDA se recomendaria cuando fuese primordial de-~
terminar permeabilidad de ductos hepaticos vy colédoco en
pacientes ictéricos] tal seria el caso de atresia de vias
biliares (el radiofarmaco compite efectivamente con las bi-
lirrubinas por la excrecidon biliar). Sin embargo, por sus
propiedades fisicoquimicas el DIPA es factible de ser uti-
lizado en los casos en que se recomendaria tanto HIDA como
Blﬁﬁ ( el DIPA se excreta mads rapido de los hepatocitos que
el BIDA y puede concentrarse en éstos adn con niveles altos

de bilirrubinas).
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9. CONCLUSIONES

1. De acuerdo con los resultados presentados, la pure-—

za con gue s obhtienen el HIDA y el DIPA a partir de 1a
rrespowdiente anilina. para formar

tilo 1la acetanilida vy, finalmente, hacerla reaccionar

1a sal disddica del

s uwtilizada en 1a foroulacidn de nucleo—-equipos para

dicina muclear.

2. ia cantidad de cloruro estanoso agregada a cada

cleco—eguipo debe ser especifica parae ceda radiofiarmaco,

tando a3 ligada ésta - a2 las propiedades fisicoquimicas

compresto que a 1a actividad ¢ cantidad de Tc-99m) con’

= desea tvabajar.

3. -La identidad del segundo pico
alte=ra el comportamiento bioldgico de
blanente se deba a 1a formacidn de un
modiscetateos vy uan tecnecio en
Cluro, acuo o hidroxi
mXxcidm, de tal manera que

Drayros cloro 0 acuo fueran desplazados del compleio.

co—

con cloruro de cloroace—

con

acido iminodiaceético, es adecuada para

me—

nu-

del

que

cromatografico que no
los compuestos proba-—
complejo con dos imi-—
los que participan grupos
en siete o mds estructuras de coordi-

cuandoe se incrementara el pH los
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4. lLos sustituyentes en el anillo henc®&nico de los de—
rivados del acido iminodiacético déterminan la lipoficidad

del compuesto giendo ésta incrementada por la posicidn  FPA~—
RA v el aumento en el tamafio de las cadenas alquilicas,

mientras gue sufrira una disminucidn con las posiciones OR-
TO.

5. La cingética en las pruebas bioldbgicas corrobora las
ventajas del DIPA respecto al HIDA y BIDA en cuanto a una
mejor visualizaciodon del arbol biliar que éste Altimo y una

mejor conpeticidn con las bilirrubinas gque e HIDA.L

&. A nuestro criterio e1 DIFPFA continia siendo el ra-—

diofarmaco hepatobiliar de eleccifdn

pese a los artiticios
cromatograficos que presenta.
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ANEXO 1
PROPIEDADES DE LAS RADIACIDNESTNUCLEAREB Y SU INTERACCION CON

LA MATERIA

La aplicacion pracfica de las radiaciones nucleares en
l1a Biologia, Medicina, Buimica e Industria es cada vez mayor.
La radiacian puede estar constituida por. un haz de par—
ticulas o de ondas electromagnéticas. Sin embargo,
‘mencionen particulas o fotones, se
diacién en general.

cuando se
hara referencia a la ra-—
En muchos laboratorios también se trabaja
con protones y otros niicleos mas pesados.

Las principales propiedades de las radiaciones utiliza-
das se resumen en la siguiente tabla:

ATHRE
aifa A .00387 + 2 3I-8Mev 2--8cm PO—40my

RADIACION [MASA  (uma)d | CARGA | ENERGIA | ALCANCE] APROX.! ORIGINA
AGOA | EM

nicleos
pesados

-5
beta(-) 5.485» 10 - 1 O—-SMev 0-10m | O—1imm | ndcleos

con alta
relacidn
n/p.

O—=1mm | ntcleos
con baja
relacidn
n/p.

-5
beta(+) 5.485x 10 + 1 O-SMev O=10m

neutro- 1.008984 0 0O-10Mev Q=1 00m}O—-1m

3 Reaccio
nes. tiene

nes nuw
cleares.
Rayos X no tiene no ev-100 mm - u ~ |Transi
tiene Kev 10Om cm . ciones
entre e
orbita
les.

Rayos no tiene no 10Kev— cm— am—  |[Transi
gamma tiene 10Mev 100m 10cm | ciones

nuclea-
res.
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ANEXD 2.

LIMITACION DE DOSIS PARA PERSONAL OCUFACIONALMENTE EXPUESTO Y
PARA EL. PUBIL.ICO.

Se considera que un 1tmite es el valor de una magnitud
que no ha de ser superado. Un nivel de referencia es el valor
de una magnitud que sirve para decidir una conducta determi-
nada.

El 1imite de equivalente de dosis efectiva anual para
individuos del pablico es de S mSv (0.5 rem) para los efectos
estocasticos (x). Para los no estocasticos (X), el limite es
de 50 m8v (S5 rem). Cuando se deba estar expuesto por periodos
prolongados (estoc es, muchos afros), el valor medio anual del
equivalente de dosis efectivo se procurard gque sea de 1 mSv
(0.1 rem).

Estos 1imites no se aplican a las dosis originadas por
exposicidbn médica, ni por la radiacién natural.

A continuacidn se enuncian los valores tipicos de las
dosis requeridas para producir distintos efectos. Cabe
seffalar que estos valores corresponden a una irradiacian agu-
da; la misma dosis suministrada en un periodo prolongado, no
produce el efecto indicado.

De los valores anteriores puede verse que una dosis de
0.5 Sv distribulida a 1o largo de un affo, es muy inferior a Jla

requerida para producir algdn efecto no estocastico (x).

(X). Los efectos no estocasticos son aquellos para los cuales
existe una dosis umbral y el efecto depende de la dosis reci--
bida; esto &=, entre mas fuerte es la dosis,; mas severo es el
efecto. Para los efectos estocasticos no existe una dosis um-
bral y su severidad no depende de la dosis, auanque la proba-

bilidad de que se presenten si depende de la dosis.
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ANEYX.O 2Z (CONTINUA) .

ORGANO

EQUIVALENTE DE
DOSIS (Sv).

EFECTO

Cuerpo entero

0.25

Minima dosis detecta—
ble por anadlisis (de -
cromosomas pero no ——
por biometria hemiti-
CXe

Minima dosis aguda &
cilmente detectable.
Vamite en el 10 7% d=

los casos.

1.5 - 2.0 Cl aros cambios hemato
l1dgicos y malestar
transitorio.

Z.0 Dosis letal media.

PIEL (e} Sélo cambios or ONMoSO
micos.

S.0 Eritema transitorio,
catda cde pelo transi
torio.

25.6 Uleceracidn temporal,
caida permanente.
S50.0 Ulceracidn permanente
S500.0 Necrosis.
OVARIO 2.0 Esterilidad temporal.

8.0 Esterilidad permanente

TESTICULO G.S Esterilidad temporal.

8.0 Esterilidad permanente

CRISTALINO 6.0 Cataratas.
HIGADO 1&6. 0 Hepatitis,
PULLMON ?22.0 Fibrosis, inflamaridn
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