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Rovnij, N. y otros: La preparacién de radiofarmacos marcados con radiontclidos de iodo.

I. Un método rapido de produccién de acido o-iodohippurico-'Z'l.

Se estudia la reacciéon de intercambio isotépico o-iodohippurico y ioduro-*'I de sodio, con el objetivo de la
obtencién de un KIT, a partir del cual se produce el radiofarmaco hippuran-"*'/, utilizando Na ™ de baja
actividad especifica. Este radiofarmaco se usa para determinar el funcionamiento renal. Se investiga la influencia
de diferentes parametros en el desarrollo de la reacciéon descrita anteriormente. Se realiza control de pureza
radioquimica del radiofarmaco, su biodistribucion y renograma en animales. Se encuentra que el aumento de la
concentracion del catalizador de la reaccion aumenta la velocidad del intercambio. Ademas, el tiempo en que
se termina el mareaje de acido o-iodohippurico depende de la cantidad del complejo intermediario formado del
mismo con los iones CU+. Se obtiene el hippuran-"3! |a partir del KIT prescrito con Na '*'l de baja
actividad especifica con suficiente pureza radioquimica y rendimiento. Los estudios en animales sefialan
que el radiofarmaco obtenido tiene un comportamiento similar que el hippuran-'*'!, actualmente usado en
Cuba, procedente de la URSS. La aplicaciéon de nuestro trabajo investigativo dara la posibilidad de desarrollar la
produccién propia de dicho radiofarmaco en Cuba sin necesidad de importarlo.

INTRODUCCION

El acido o-iodohippurico marcado con radiondclidos de iodo, es uno de los
radiofarmacos usados con mas frecuencia. El mismo marcado con isétopos
radiactivos "®!l, 25|, o dltimamente, -2l se usa para la evaluacion del funcionamiento de
los rifiones y su gammagrafia.
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Desde la primera preparacion hecha por Tubis! en 1960, se han desarrollado
muchos métodos diferentes del mareaje de éste. Practicamente todos ellos estan
basados en la reaccion de intercambio isotdpico, entre el iodo radiactivo en forma
inorganica y el iodo enlazado a la molécula organica.? 7 La desventaja de los
métodos descritos anteriormente estd en su tiempo largo de preparacion; en la
necesidad de purificar el producto crudo y cuando se usa el iodo radiactivo elemental
en la reaccion de Intercambio, es posible el escape de la radiactividad en forma
volatil.

Sobre la base del estudio detallado, de la influencia de las concentraciones de los
componentes individuales de la mezcla de la reaccion y el uso de algunos iones metalicos
como catalizadores, fue desarrollado por Kronrad y Hradilek®® un KIT para la rapida
preparacion del acido o-iodohippurico marcado, el cual se puede hacer incluso en los centros
de Medicina Nuclear. El KIT fue desarrollado especialmente, con el objetivo de, ser marcado
con 2| cuando el tiempo de la preparacion desempefia una funcion importante.

En el KIT descrito se usan muy altas actividades especificas de los is6topos de
iodo (1,85-37 GB q/ml). Para adaptar el uso de esta técnica muy moderna del
mareaje, también en pequefios centros de Medicina Nuclear, donde no esta
disponible en todos los casos el iodo radiactivo con alta actividad especifica,
nosotros estudiamos muy detalladamente el mareaje, usando bajas actividades
especificas. Esto provoca la diluciéon de la mezcla reactiva, puede también tener
influencia sobre la velocidad de la reaccion y mucho mas en el rendimiento del
mareaje.

MATERIALES Y METODOS

En la preparacion se emplean los siguientes reactivos: acido o-iodohippurico
procedente del Instituto de Investigaciones Nucleares de REZ (Checoslovaquia), el
mismo esta limpio cromatograficamente; cloruro cuproso de la firma Peking’s
Reagent de calidad analitico y otros de calidad "puro para analisis”.

El radioisétopo empleado es Na '3, procedente de la URSS de la firma "Isotopo”, cuya
actividad especifica es de 0,4 GB g/ml.

El KIT consiste en dos soluciones: A y B. La A en realidad es la principal parte
KIT, que contiene acido orto-iodo-hippurico, el catalizador es CU* y esta a pH 6ptimo
para la reaccion del intercambio, o sea, para el mareaje con iodo radiactivo. La B se
usa para neutralizar la preparacion antes de emplearla para los pacientes.

PREPARACION DE LA SOLUCION A

Se pesan 1,5 gramos de hidroxido de sodio (NaOH) y se disuelven en 150 m/ de
agua para inyeccioén, se afiade a esta solucién 12,0 g de acido o-iodohippurico (OIH)
y se calienta hasta que se disuelve el OIH.

Se pesan 2 mg de cloruro cuproso (CuCl) finamente pulverizado y se afaden a la
mezcla anterior. Se calienta hasta que el agua hierva y se mantiene durante cinco
minutos en estas condiciones, se enfria y se ajusta el pH en el pH metro a 4,6-4,9. Se enrasa
la solucion a 200 ml.
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Se toman 2,0 m/ de la solucién y se esteriliza por filtracion a través de membranas
estériles de 0,22 ja en frascos estériles, los cuales se guardan a la temperatura de
4°C hasta su empleo.

PREPARACION DE LA SOLUCION B

Se toman 0,2 g de NaOH, 55,0 mg de NaF*PO”O 4 mg de EDTA y se disuelven en
700 mi de agua para inyeccion.

Se determina el volumen necesario de la solucion B que neutraliza los 2,0 mi de la
solucion A.

Una vez determinado dicho volumen ésta se esteriliza de igual forma que la
descrita anteriormente, se guarda a la temperatura de 4°C hasta sus empleos.

Preparacion de OIH-™: Se toma un frasco que contiene la solucion A y se le afiade el
radioioduro de sodio en un volumen de 0,2 mi; el frasco se coloca en un bafio de agua
hirviente y se deja 30 minutos en estas condiciones. Concluido éste el frasco se enfria, se
hace control de la pureza radioquimica del OIH-° y se le afiade todo el contenido del frasco B.
En estas condiciones la solucion esta lista para su administracion.

ESTUDIO DE LA CINETICA DE LA REACCION DE INTERCAMBIO

Utilizamos concentracion del catalizador CuCl, original, doble y cinco veces mayor
(2,10 4 M; 4,10* M y 1,10 °M), para las cuales desarrollamos ia reaccion con
diferentes volimenes de Na'I (de 0,1 mi a 32 ml) tomando alicuotas a varios (1, 2, 3,
4, 5, 10, 20, 30 minutos), calculando el por ciento de OIH-'3"1 formado o la
disminucion del iodo radiactivo.

Control de pureza radioquimica: se efectiia cromatografia en papel descendente
(CPD), en papel Whatman 4, como solvente se emplea un sistema compuesto de
benceno-acido-acético-agua (2:2:1), tal y como se describe en la Farmacopea
Checoslovaca no. 3. Para el desarrollo se emplea la fase apolar del solvente, mientras
que la fase acuosa se deposita en el fondo de la camara.

La alicuota que se toma de la mezcla de reaccién se aplica en ei papel (25 x 1,0
cm), el cual se habia humedecido previamente con solucién de sodio tiosulfato 0,01 N
y se habia secado al aire.

La tira de papel una vez seca, se coloca en la camara cromatografica y se
mantiene durante 10-20 minutos para permitir que se equilibre e! sistema,
posteriormente se afiade la fase apolar en la cubeta y se desarrolla en forma
descendente hasta 15 cm. Los Rf para los compuestos individuales son: '¥'1-0,0-0,1;
31 |-.0IH-0,6 y "' 1-OIB-0,9-1,0. La tira de papel se seca al aire, se corta en tres
partes: 2 cm después del punto de aplicacion, 10 cm mas y el resto del papel.

Estudio de biodistribucion;, se toman 20 ratas INOR-isogénicas, 10 de ellas se
inyectan con 0,1 m/ de solucion hippuran-'3'l procedente de la URSS (Isotop), el resto
se inyectan con el hippuran-'3'l "hecho en casa".

Transcurridos 5, 10, 15, 20 y 25 minutos, los animales se sacrifican en atmésfera
de éter y se extraen sangre, tiroides y ambos rifiones.

Se determina la masa de cada érgano y se cuenta la radiactividad en un contador
de pozo, los resultados se expresan como por ciento de la dosis por gramo o unidad
de volumen.
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Ademas se toman dos conejos, y a cada uno se le coloca 1 colimador en los rifiones, se
les administra a cada uno 370 KBq de hippuran-'3' importado y hecho en casa y se
determina la curva renografica de los mismos.

RESULTADOS

Para poder usar el hippuran-'3' en la practica médica se admiten impurezas tales como
Na'3'| hasta 3% y acido o-iodobenzoico hasta 1%. La disminucion de radiactividad en forma
de "3'I- es un factor de control del desarrollo de la reaccién de intercambio igual que el
aumento de % de acido o-iodohippurico-?l en la mezcla reaccionante.

En la figura 1 se observa el incremento de la actividad en forma de acido o-
iodohippurico en el tiempo para la reaccién prescrita, donde la abscisa representa el
tiempo en minutos y la ordenada la actividad de ' I-OIH en %, se ve que la reaccion
se termina en 20 minutos.

Figura 1. El incremento en la formacién de hippuran '*'/ en el tiempo.
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Utilizando diluciones de Na'3'l (0,1; 0,5; 1,0 y 2,0 ml) y concentracion de CuCl 2,10 *
M (figura 2), que el uso de 2 ml de ioduro radiactivo provoca el aumento del tiempo de
alcance del final practico de la reaccién de intercambio hasta mas de 20 minutos.

En la figura 2 se representa la disminucién de actividad en forma de Na "'l en
dependencia del tiempo de calentamiento en la escala semilogaritmica.

Figura 2. La disminucién dei radioioduro de sodio de la mezcla de la reaccién prescrita en el tiempo, utilizando
diferentes diluciones del primero.

El efecto de las diferentes concentraciones de cloruro cuproso que se encuentra en
la mezcla reactiva estd en la figura 3. Se mantienen condiciones experimentales
idénticas, como la masa de acido o-iodohippurico, el volumen de ioduro-'3'! de sodio,
afiadido y s6lo se cambia la concentracion de cloruro cuproso. Se observa que en el
aumento de concentracion
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de CuCl dos veces la reaccién alcanza su final practico en 7 minutos y para la
concentracion de CuCl cinco veces mayor en 4,5 minutos. También, se puede ver, que
26,8; 32,5 y 40 por cientos de acido o-iodohippurico se marca aun sin el previo
calentamiento de la mezcla reactiva, usando normal, la doble y quintuple cantidad del
catalizador respectivamente.

Figura 3. Efecto de la concentraciéon de Cu* en la reaccion de intercambio.
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En la figura 4 se demuestra el desarrollo de la reaccion de intercambio con el
mismo indicador en el tiempo para la concentracion de CuCl 4,10 * M y diferentes
volimenes de Na "'l (0,1; 0,5; 1,0 y 2 ml). Se puede ver que la reacciéon concluye
entre 10 y 20 minutos para todas las diluciones.

El efecto de la dilucion de la mezcla reactiva en los primeros 5 minutos de
calentamiento utilizando CuCl 10 3 M se muestra en la figura 5.

Figura 4. El desarrollo de la reaccién en por ciento de iodo radiactivo usando doble concentracién del catalizador
(4 mg = 4,10~* M) y diferentes diluciones de Na 1311.

Se observa que con el aumento de la dilucién se disminuye la velocidad de la
desaparicién de la radiactividad en forma Na '3'l y, ademas, el % de de acido orto-
iodohippurico-"®'l formando en tiempo o, también, se disminuye.
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En la figura 6 las curvas son las mismas que en la figura 5, pero con el
prolongamiento de calentamiento hasta 30 minutos. Se ve, que para el volumen de
Na 'l 0,1 ml la reaccion alcanza el limite de impureza en menos de 4 minutos y para
el volumen mayor (o sea, 32 ml) no se alcanza en 30 minutos.
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Figura 6. El curso de la reaccion de intercambio usando 10 mg de CuCl, o sea, 1,10~* M y diferentes volumenes de Na 3"

La tabla 1 representa los resultados de la biodistribuciéon en ratas. Se observa que para
ambos radiofarmacos a los 5 minutos todavia hay 0,6- 0,7% de dosis en 1 ml de sangre
y en los siguientes minutos se disminuye hasta 0,3% y continia constante hasta pasar

los 25 minutos.
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Tabla. Biodistribucién de hippuran-'3i| importado (1) y hecho en casa (2)

;rnillt-:nmuzzs) % dosis/g o m/ de érgano
Organo 10 15 20 25
Rifion 5,9 2,3 3,3 3,5 2,8
1 Sangre 0,6 0,3 0,3 0,3 0,3
Tiroides 0,4 0,2 0,1 0,2 0,2
Rifion 6,1 3,9 3,2 3,9 2,3
2 Sangre 0,7 0,3 0,3 0,3 0,3
Tiroides 0,4 0,4 0,1 0,1 0,1

Un comportamiento similar de ambos radiofarmacos se observa en los rifiones; la
mayor dosis es a los 5 minutos, se mantiene constante entre 10 y 20 minutos y
posteriormente disminuye.

En la glandula tiroides se observa una pequefia dosis entre 0,1-0,4% para ambos
radiofarmacos.

En las figuras 7 y 8 estan expuestos los renogramas de los conejos hechas con
hippuran-'3'1 importado y preparado en nuestro laboratorio.
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Los radiofarmacos representan las siguientes impurezas:

o sea, los dos tienen las siguientes purezas radioquimicas: 97,91% y 98,34%

respectivamente.
Se observa que ambas curvas son similares.

DISCUSION

Cuando se prepara el KIT de acuerdo con su prescripcion, o sea, 2 ml/ de la mezcla
reaccionante con la concentracién de acido o-iodohippurico

2 x 10-' M y de cloruro cuproso /0" M a pH, la reaccion de intercambio se termina
practicamente en 20 minutos, con calentamiento a 100°C. La mezcla reaccionante
puede ser diluida paulatinamente con la adicion de Na "'l en el volumen hasta 1,5 ml,
sin necesidad de prolongar el calentamiento, cuando se afiaden 2,0 m/ de Na "',
entonces, el final practico de la reaccidon de intercambio se desplaza a tiempos
mayores de calentamiento y puede ocurrir que el producto deseable no se obtiene.
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Con el objetivo de demostrar la posibilidad del uso de grandes volimenes de Na
3l que se afiaden a la mezcla de la reaccién, nosotros probamos las
concentraciones mayores de cloruro cuproso, el cual se usa como catalizador de la
reaccion de intercambio. Es evidente que con la mayor concentracién de cloruro
cuproso la reaccién es mucho mas rapida y alcanza el limite de pureza (3% de
actividad en forma de Na '3l) en tiempo corto. También, observamos que una
cantidad de acido o-iodohippurico "'l se produce inmediatamente al mezclarse los
reactivos sin previo calentamiento, y esta cantidad aumenta con la concentracién
de cloruro cuproso.

Cuando la mezcla reaccionante se diluye por la adicién de diferentes volumenes
de la solucién de ioduro de sodio "®'l usando doble cantidad de CuCl, la velocidad se
cambia, pero aun, en el caso de la soluciéon muy diluida es mas rapida que en el caso
de utilizacién de CuCl de 2,10* M.

Una dilucion muy elevada se puede hacer en el caso de la mezcla reaccionante,
donde la concentracion de cloruro cuproso alcanza 10~3 M.

Claro esta, que el aumento de la dilucion disminuye el intercambio de la reaccion
en unos primeros minutos. De la dilucion de la mezcla reaccionante depende también
el comienzo de las curvas, donde el equilibrio se establece inmediatamente antes de
ioduro "l de sodio. Puede ser, que la cantidad de la mezcla reaccionante
intercambiada inmediatamente se corresponda con la concentracion del complejo
intermediario de los iones Cu* y acido o-iodohippurico el cual facilita la reaccién de
intercambio. Para la mezcla de reaccion muy concentrada, donde la concentracién
del complejo intermediario es probablemente muy alta, el tiempo necesario para
llegar hasta el final practico de la reaccién es muy corto. Al contrario, para la
solucién muy diluida donde la concentraciéon del complejo puede ser baja, el tiempo
necesario para completar la reaccion aumenta. Este fendomeno se explica con los
resultados obtenidos por otros autores, que ol tiempo para completar la reaccion de
intercambio esta en el rango de 2 a 12 horas de calentamiento.

La cantidad insignificante del complejo Cu*-acido-o-iodohippurico formado en este
caso de iones Cu*, que siempre estan presentes en reactivos quimicos usados, no
tiene “capacidad” suficiente para cambiar en tiempo muy corto las cantidades mucho
mayores de iones de iodo radiactivo en la molécula de acido o-iodohippurico. Los
resultados obtenidos también concuerdan muy bien con el mecanismo propuesto de
reaccion, o sea, de sustitucion nucleofilica de tipo SNy donde la formacién del
complejo intermediario puede ser muy rapida y la descomposicién del mismo es mu-
cho mas lenta.

La biodistribucion en ratas y los renogramas de conejos confirman que el hippuran-
31| preparado en nuestro laboratorio tiene comportamiento similar que el importado
de la Unién Soviética.

Desde el punto de vista practico los resultados sefialan que se puede preparar el
acido o-iodohippurico marcado con suficiente pureza y rendimiento, aun cuando se
usan grandes volimenes de ioduro de sodio '*'-| con muy baja actividad especifica.
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CONCLUSIONES

1. La reaccion de intercambio entre acido o-iodohippurico y Na -*| depende de la
concentracion del complejo intermediario con los iones Cu*.

2. EI aumento de la concentracion de CuCl en la mezcla reactiva aumenta la
velocidad de la reaccién.

3. La utilizacion de Na "'l de baja actividad especifica es posible con buenos
resultados.

4. El comportamiento en animales del radiofarmaco preparado en nuestro laboratorio
es idéntico al importado de la URSS.

SUMMARY

Rovnij, N. et al.: Preparation of lodoradlonuclldes labelled radiopharmaceuticals. I. A rapid method for the
production of o-iodohippurjc-"I acid.

Isotopic o-iodohlppurlc and "' I-labelled sodium lodide exchange reaction is studied In order to obtain a
KIT. from which "I-hippuran is produced, using low speclfic activity "' INa. This radiopharmaceutical
product is used for the determination of renal func- tion. Influence of different parameters on the
development of the reaction, previously des- cribed, Is investigated. Radiochehiical purity control of the
radiopharmaceutical, its biodis- tribution and renogram is performed in animals. It is found that the
increase of concentraron of the cataiizer jn the reaction increases the velocity of exchange. In addition, the
time in which labelling of o-iodohippuric acid ends depends on the quantity of inter- mediary complex
formed from it with Cu* ions. '*'I-hippuran is obtained from KIT pres- cribed with low specific activity "*'INa
with enough radiochemical purity and efficiency. The studies in animals points out that the
radiopharmaceutical product obtained is similar to "'l hippuran, used now in Cuba, from the USSR. The
application of our investigative work should give the possibility of developing our own production in Cuba
without Import them.

RESUME

Rovnij, N. et al.: La préparatlon de produits radlopharmaceutiques marqués par radionucféi- des du jode. I. Une
méthode rapide de production d’acide o-lodohippurique-"'l.

Les auteurs étudient la réactlon d’échange isotopique o-lodohippurique et iodure-"*'! de sodium, en vue
d’obtenir un KIT, & partir duquel on obtient le produit radiopharmaceu- tique hippuran-'*l, en employant Na
311 4 faible activité spécifique. Ce produit radiopharmaceutique est utilisé pour déterminer le fonctionnement
rénal. On étudié I'influence de différents paramétres dans le développement de la réaction décrite ci-dessus. On
réalise le contréle de pureté radiochimique du produit, sa biodistribution et des réno - grammes chez des animaux. Il
est constaté que l'augmentation de la concentration du catalyseur de la réaction augmente la vitesse de
I'échange. En plus, le temps pendant lequel se réalise le marcage de I'acide o-iodohippurique dépend de la
cuantité du com- plexe intermédiaire formé de celuici avec les ions Cu*. On obtient I’hippuran-*'! 4 partir du KIT
prescrit avec Na !l 4 faible activité spécifique avec une pureté radiochimique
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et un rendement suffisants. Les études chez I'animal indiquent que le produit obtenu a un comportement similaire
a celui de I'hippuran-I*'l, actuellement utilisé 4 Cuba, prosvenant de I'URSS. L'application de ce travail de
recherche rendra possible le dévelop- pement de la production de ce produit & Cuba.
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