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Resumen

Los radiofarmacos de °°™Tc se emplean en casi el 80 % de los estudios de medicina nuclear a nivel mundial. Por otra parte, los
isétopos 186/188Re se consideran radionuclidos Utiles para la radioterapia. El &cido meso 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) es un
ligando usado en medicina nuclear para la preparacion de radiofarmacos de diagnéstico y terapia. Son conocidos los complejos
M-DMSA (M=Tc, Re), donde el metal se encuentra en dos de sus estados de oxidacién més frecuentes (lll y V), cuando forman
compuestos de coordinacién de configuraciones electrénicas con espin pareados d* y d? respectivamente. La caracterizacion
estructural de los complejos M(V)-DMSA ha demostrado la presencia de una mezcla de tres estereoisémeros, que forman parte
del grupo denominado oxo-complejos. La estructura del Tc(lll)-DMSA fue propuesta teéricamente desde 1984, pero alin no se
ha confirmado su existencia. El objetivo de este trabajo es evaluar el estado del arte de las investigaciones quimicas y
farmacolégicas sobre los complejos de 2°™ Tc y 186/188Ra con DMSA. En la actualidad, todavia existen interrogantes sobre la
estructura y propiedades quimicas de estos compuestos que, con mds de 30 afios de utilizacion, aln constituyen un reto para
los investigadores de este campo. Por otra parte, también es necesario ampliar los estudios sobre los mecanismos de
biodistribucién, la identificaciéon de isémero(s) con actividad bioldgica, su proceso de formacién, asi como la estructura de
algunos de los complejos M-DMSA. El estudio de estos sistemas no ha perdido vigencia y puede constituir tema de numerosas
investigaciones en los préximos afios.

Introduccion

El 4cido meso 2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) se utiliza en la medicina para tratar la desintoxicacion por ingestién de metales
pesados, y como ligando para la preparacién de radiofarmacos marcados con 2°™Tc y 18%/188Re radiontclidos con aplicaciones
disimiles en la medicina nuclear?, lo que constituye el objeto de estudio del presente trabajo.

Los complejos de Tc-DMSA, se utilizan en el campo de la radiofarmacia desde hace mas de 30 afios. Durante la década del 70 y
primeros afios de los 80 del siglo pasado, se reportan numerosos estudios donde se emplea el DMSA marcado con 99mTc
como radiotrazador de diagnéstico en la medicina. Asi el °™Tc(V)-DMSA permite identificar de forma satisfactoria
osteosarcomas, fundamentalmente carcinomas medulares de tiroides (CMT) 24, Igualmente se estudia el comportamiento
bioquimico del 2°™Tc(lll)-DMSA como agente imagenolégico de la corteza renal (38, Ademas, se evidencia la afinidad de ambos
radiofarmacos por las proteinas plasméaticas solubles de la sangre, las cuales constituyen su medio de transporte en el
organismo, principalmente albimina, a;-, a,-, y B;- globulinas (7). Por su parte, el empleo de los radiofarmacos 186/188Re(V)-
DMSA es mas reciente, durante la década de los 90 numerosos investigadores demuestran sus potencialidades como agente
paliativo del dolor inducido por metastasis 6sea (¢12), asi como sus numerosas ventajas por la similaridad quimica entre Re y
Tc, lo que permite disponer de un analogo molecular del 2°MTc(V)-DMSA (13) caracterizado afios antes.

Estos estudios contribuyeron a definir las diferentes condiciones de preparacién de estos radiofarmacos, segin su aplicaciéon en
la medicina nuclear. Asi el rango de pH resulté un factor fundamental de forma tal que en medio acido se obtiene el *°™Tc(lll)-
DMSA y 186/188Ra(V)-DMSA, y en medio alcalino el °MTc(V)-DMSA.

Aunque la radiofarmacia ha evolucionado hacia nuevas tecnologias y, al desarrollo de nuevos radiofadrmacos, la aplicaciéon de
éstos complejos estd vigente en todo el mundo y la compresién de sus propiedades quimicas resulta un reto para los
investigadores. Muestra de ello son las numerosas investigaciones publicadas en los Gltimos cinco afios (I 14-17) E| objetivo de
este trabajo es evaluar el estado del arte de las investigaciones quimicas y farmacoldgicas sobre los complejos de °°™ Tc y
186/188Ra con DMSA. Asi teniendo en cuenta la actualidad e importancia de estos compuestos, en este trabajo se aborda la
quimica, caracterizacion estructural, condiciones de preparacion, estabilidad, control de la calidad y biodistribucién de los



radiofdrmacos de M-DMSA y sus componentes, con el fin de sistematizar el conocimiento existente acerca de estos temas.

Quimica del Tc, Re y del ligando DMSA

Comparacién de las propiedades quimica del Tc vs Re.

Durante los Ultimos afios, motivados por la necesidad de optimizar la biolocalizacion de agentes de diagnéstico, se han
obtenido diferentes tipos de compuestos de Tc. Estos van desde complejos inorganicos hasta estructuras més complejas (1820,
Uno de los principales son los denominados oxo-complejos.

Los oxo-complejos de Tc(V) con ligandos polidentados abrieron una linea en el desarrollo de nuevos radiofarmacos. Entre los
compuestos mas importantes se encuentran los mono-oxo complejos de Tc(V), donde en més del 90% de lo casos, en los
ligandos estan presentes dtomos donores de electrones como el Ny el S.

Los ligandos de alta densidad (tridentados y tetradentados), suponen la formacién mayoritaria de complejos con nimero de
coordinacién (n.c.) igual a 5, por imposicién de los requerimientos estéricos de la propia estructura. Por el contrario, los ligandos
bidentados inducen la formacién de geometrias de octaedro distorsionado. Los oxo-complejos de Tc(V) neutros y cargados
negativamente con ligandos tetradentados constituyen la estructura basica en el desarrollo de agentes para el estudio de
perfusién cerebral e imagenes renales respectivamente (2 22), Otro grupo de oxo-complejos importantes son aquellos donde el
tecnecio se une a dos oxigenos (di-oxo) o donde existe un oxigeno puente entre compuestos dinucleares tipo Tc-O-Tc (U-0x0).
En general los di-oxo complejos de Tc(V) tienen caracter catidnico y geometria octaédrica, con los oxigenos en posicién -trans
como el compuesto 6,9-bis(2-etoxietil)-3,12-dioxa-6,9-difosfatetradecano (°°™Tc-Tetrofosmina) utilizado para el disagnostico de
enfermedades coronarias (22,

Por otra parte, el atractivo del renio para aplicaciones terapéuticas se debe a su gran similitud con el tecnecio por lo que sus
propiedades quimicas son asumidas como similares o incluso iguales al Tc. Desde este punto de vista se pudieran usar de
manera complementaria, un mismo ligando que se use para el diagndstico con °°™Tc y para la terapia con 8Re o 188Re. Esto
permite, de antemano, realizar los estudios de dosimetria, lo cual seria beneficioso para la toma de decisién clinica(®3). Sin
embargo, aunque los compuestos de Tc y Re son muy similares, existen diferencias substanciales en su quimica, que hacen el
marcaje con renio sea mas dificil que con tecnecio(?4).

El renio es mas dificil de reducir y por tanto mas facil de oxidar por lo que sus compuestos son mas inestables en aire. El ligando
tetradentado MAG3 se usa frecuentemente para estabilizar el ntcleo [Re(V)=0]3* en forma del complejo [ReO(MAG3)]". Incluso
este complejo estable es bastante sensible a la reoxidacion a [ReO, ] mientras que su andlogo de Tc es muy estable. El renio
es menos reactivo que el tecnecio. La reduccion en condiciones estandares de [MO,] con Sn(ll) es esencialmente inmediata
para [TcO,]" pero requiere condiciones mds severas o mayores tiempos de reaccién para el [ReO,]". Como consecuencia de la
mayor dificultad para la reduccién del [ReO, ] respecto al [TcO,]", para la preparacién de radiofarmacos con Re, en muchas
ocasiones, se emplea el llamado método de pre-marcaje. En este método, se prepara primero el complejo con el radiometal y
en el Ultimo paso se acopla la biomolécula(*®.

Como se planted anteriormente, uno de los radiofdrmacos de renio que se encuentra actualmente en uso clinico es el complejo

[ReO(DMSA), 1", el cual es un agente versatil para el tratamiento de carcinoma medular de tiroides (CMT) y otros tumores (18 2>
26)

Los atomos de Re son ligeramente mas blandos que los de Tc, de ahi su mayor estabilidad cuando se coordina con los dtomos
de S que son bases blandas, segln la teoria acido-base duros y blandos (TABDB) formulada por Pearson en 1961. Esta
afirmacién se puede demostrar facilmente segun criterios cuantitativos basados en pardmetros netamente experimentales,
como son la energia de ionizacién (1), y la electroafinidad (A) (27). Pearson define la dureza (n) comon =1- A /2 donde | se
define como el opuesto de la energia del orbital ocupado de mayor energia (HOMO): | = -e(HOMO) y A como el opuesto de la
energia del orbital desocupado de menor energia (LUMO): A = -¢(LUMO). Estd demostrado experimentalmente que los
potenciales de oxidaciéon de Re son ligeramente mayores a los de Tc, es decir se oxida mas faciimente que el Tc. Por tanto, la
energia necesaria para arrancarle un electrén a un dtomo en estado gaseoso (asi se define I) es mas pequefia, y la
electroafinidad (A) es ligeramente mayor, lo que da un valor global (I-A) ligeramente menor y, por tanto, una menor dureza para
el dtomo de Re, explicAndose asi, su mayor estabilidad con los &tomos de S, con respecto a los de Tc. Siempre "ligeramente"
porque estos dos metales son muy semejantes en todos los pardmetros experimentales que los caracterizan. Ademas de los
radios i6nicos, los potenciales de ionizacién y la distancia interatémica en los 6xidos, también se pueden mencionar la
electronegatividad (ambos 1.9 en la escala de Pauling) y las estructuras cristalinas (ambos hexagonales). Esta similitud se debe
al efecto de contraccién lanténida, presente en la tercera serie de transiciéon de los metales, donde se ubica el Re. Ademds de
que los complejos de Re son mas dificiles de reducir, también presentan una cinética de sustitucién por los ligandos mas lenta
que su contraparte de Tc (®- 29,

En sentido general el Tc(V) y Re(V) son acidos duros, por eso su afinidad excelente por el &tomo de O al formar los nucleos para
los oxo-complejos, pero en el momento de formar los ntcleos Tc=0 y Re=0 con carga 3+, la dureza disminuye
considerablemente por pasar a ser una entidad biatémica mas polarizable que un solo dtomo de Tc con carga 3+. Esto explica
la afinidad por la coordinacién con los atomos de S del DMSA, que son bases blandas; mientras que la estructura propuesta por
Moretti et al. (Figura 1) 28 para el complejo 2°™Tc(lll)-DMSA, con nucleo Te(lll) (un &cido duro), justifica la coordinacién con



atomos O provenientes de los grupos carboxilos (base dura). Dicha diferencia explica la liberaciéon de grupos tioles en
detrimento de la coordinacién de grupos carboxilos, lo cual justifica su biodistribucién por la afinidad de los grupos tioles por las
proteinas transportadoras de dicho radiofarmaco, que lo conducen hacia la corteza renal (6:29-35),
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Figura 1. Estructura propuesta por Moretti et al. para el *™Tc(Ill)-DMSA.

Propiedades quimicas y quimico-fisicas del DMSA ligando

El acido meso-2,3 dimercaptosuccinico (DMSA) es un polvo sélido blanco, cristalino con olor caracteristico y sabor amargo, que
fue sintetizado por primera vez en 1949 y se convirtié en objeto de investigaciones de muchos autores que modificaron los
procedimientos de sintesis 3638), La molécula presenta estereoisomeria ya que el DMSA se encuentra en forma de mezcla
racémica, y formando el isémero meso, de especial interés en la medicina nuclear (Figura 2). El DMSA contiene dos grupos
sulfhidrilos (SH) y dos grupos carboxilicos (COOH) que actian como donores en el enlace de coordinacién. Esta composicién
permite diferentes formas de enlace y facilita diversos estados de oxidacién (3+ hasta 6+) del °°™Tc segun las condiciones de
marcaje. El grupo tiol es bastante acido, un potente reductor, porque es facilmente oxidable formando disulfuro organico (R-S-S-
R) y muy nucledfilo. La forma deprotonada S- es mas reactiva que la forma protonada, porque el &tomo de azufre es muy
nucledfilo por sus dos pares de electrones sin compartir, pero el anién tiolato es aiin més (RS™ > RSH). La orientacién espacial
de los grupos sulfhidrilos (SH) en el isémero meso, le confiere a la molécula importantes propiedades fisico-quimicas Utiles en
su aplicacién como agente quelante de diferentes metales. Es por ello que encuentra dos usos fundamentales en la medicina,
cémo antidoto para la desintoxicacién del envenenamiento por metales pesados 39 y en el campo de la medicina nuclear,
como ligando en la preparacién de los radiofairmacos de Tc y Re 49, La temperatura de fusién del isémero meso se encuentra
entre 210-211 oC, mientras que la de la mezcla racémica estd entre 127-130 oC 3% 41.42) Se ha comprobado que la solubilidad
del meso-DMSA es de 4,09 mol/L a 25 oC y es moderadamente menos soluble que la mezcla racémica 38 39 42) Los grupos
SH y COOH se deprotonan en funcién del pH del medio, con constantes de ionizacién: pKa; (COOH)= 2,71; pKa,(COOH) = 3,43;
pKa; (SH) = 9,65; pKa,(SH) = 12,05 (4244,
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Figura 2. Acido 2,3 dimercaptosuccinico a) forma meso; b) mezcla racémica.

El espectro IR de DMSA (Figura 3) presenta dos picos débiles en 2562 cm™ y 2537 cm™!, correspondientes a los grupos SH, y
una banda fina e intensa en 1701 cm™! que caracteriza el estiramiento de los grupos carbonilos (C=0), ademas de una banda

ancha alrededor de los 3000 cm™ que corresponde a las vibraciones O-H presentes en los grupos carboxilos (COOH) del DMSA
(43, 45, 46)
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Figura 3. Espectro IR de DMSA medido utilizando KBr.

El espectro Raman (Figura 4) contiene mas sefales caracteristicas que pueden ser identificadas. Las vibraciones C=0 y O-H del
DMSA se observan en 1641 cm™ y 2958 cm™ respectivamente. Las sefiales de C-S y S-H tienen dobles posiciones en 700/669
cm™ y 2564/2540 cm™, respectivamente 47,
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Figura 4. Espectro Raman de DMSA.

En cuanto al espectro RMN1H, el DMSA presenta dos grupos CH quimicamente equivalentes que brindan una sola sefal de
valor 3.31 ppm (48, mientras que por RMN-13C presenta dos sefiales pertenecientes a los grupos CH (6 = 51,18 ppm) y COOH

(6 = 181,59 ppm) (Figura 5). La variacién de los desplazamientos quimicos de las sefiales depende de las condiciones de pH del
medio (43 48),
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Figura 5. Espectros RMN*H y RMN13C de DMSA a pH alcalino.

Otra técnica analitica aplicada con frecuencia para las determinaciones cuantitativas del ligando DMSA en diferentes medios
biolégicos es el HPLC (29:30.32.49) para lograr la correcta separacién fue desarrollada una técnica basada en la deteccién por
fluorescencia del DMSA en medios biolégicos como sangre, plasma u orina (31:33.34.50)  Actualmente la técnica de separacién
méas empleada es mediante la obtencién del DMSA derivatizado con un compuesto de alta fluorescencia denominado
monobromobiman en solucién alcalina 49,

Quimica y caracterizacion estructural de los complejos M-DMSA

El grupo tiol se emplea frecuentemente como ligando en el enlace de coordinacién, debido a su alta reactividad quimica con los
radiometales, explicada anteriormente desde el punto de vista de la TABDB. Sin embargo, la elevada reactividad del grupo SH
compromete la estabilidad del compuesto y resulta mas dificil controlar su reaccién, como haya més de un grupo SH en la
molécula se podran formar mas de un complejo de coordinacién segln las condiciones de marcaje.

La caracterizacién estructural de los complejos M-DMSA con el isétopo estable °°Tc para el caso del complejo Tc(V)-DMSA y Re
estable para el caso de Re(V)-DMSA, permitié elucidar la presencia de una mezcla de tres estereoisémeros: Syn-endo, Syn-exo
y Anti, oxo-complejos mononucleares de carga -1 con nUmero de coordinacién igual a 5 y geometria piramidal de base
cuadrada (Figura 6), el cual se deprotona completamente a pH 7 alcanzando una carga total de -5 (:3:31) Mientras tanto, la
estructura del Tc(lll)-DMSA, a pesar de que se ha propuesto en la literatura (28 (Figura 1), alin se desconoce con certeza, lo que
constituye una de las interrogantes a solucionar todavia en estos dias.

A pesar de la gran similitud quimica de los complejos de Re(V) y Tc(V) con DMSA, el primero presenta mayor acumulacién en los
rifones, presumiblemente debido a diferencias entre parametros no estructurales como la cinética de intercambio del ligando,
la polarizacién del enlace M=0, o el comportamiento redox. Por su parte no se observa asociaciones del Re a proteinas y otro
tipo de conversién a especies radiactivas. Esto sugiere que el 185/188Re(V)-DMSA puede ser aplicado como agente terapéutico
en carcinomas medular de tiroide y otros tumores blandos como sarcomas. El 186/188Re(V)-DMSA tiene ademaés gran
selectividad por la metdstasis 6sea (sobre todo la proveniente de carcinomas de préstata), por lo que pudiera usarse también
como agente paliativo del dolor (8.
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Figura 6 a. Estructura de los tres estereoisémeros presentes en la mezcla M(V)-DMSA. a) Syn-Endo-M(V)-DMSA
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Figura 6 b. Estructura de los tres estereoisémeros presentes en la mezcla M(V)-DMSA. b) Anti-M(V)-DMSA
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Figura 6 c. Estructura de los tres estereoisémeros presentes en la mezcla M(V)-DMSA. Syn-Exo-M(V)-DMSA.

Preparacion y estabilidad del ligando DMSA y de los radiofarmacos M-
DMSA

Ligando DMSA

El DMSA se obtiene mediante una sintesis simple, que consiste en la reaccién del &cido succinico con 2 moles de acido
tiolacético en presencia de acetato de etilo, donde se obtiene un precipitado en forma de mezcla de estereoisémeros del acido
bisacetiltiosuccinico (-meso y la mezcla racémica -DL), luego este precipitado se lava con acido clorhidrico para producir la
hidrélisis y obtener finalmente el &cido dimercaptosuccinico {ref[36}. Desde finales de los afios 70 del pasado siglo, el DMSA es
un producto distribuido comercialmente en su forma -meso para su aplicaciéon en la medicina.

Los grupos SH que presenta la molécula de DMSA pueden ser faciimente oxidados, formando estructuras dimerizadas (1431
52 Ademds, mediante técnicas espectroscépicas (RMN-1H, RMN-13C y UV-Vis) se demostrd que el DMSA se degrada en el
tiempo fundamentalmente a pH alcalino (53, por procesos de desulfuracién convirtiendo la molécula en &cido fumarico (su
principal producto de degradacién), alcanzando pasada tres semanas una relacién (DMSA : 4cido fumarico) (1:1). Estos
productos pueden considerarse potenciales agentes quelantes y junto al °®™Tc pueden incrementar la presencia de impurezas
radioquimicas en el preparado del radiofarmaco (1>), La estabilidad del DMSA est4 relacionada con sus condiciones de
almacenamiento, se recomienda conservarse protegido de la luz y en atmdsfera de dinitrégeno a -20 °C.

Radiofdrmaco 99mTc(V)-DMSA

Uno de los factores que influyen en la preparacién de los radiofdrmacos M-DMSA es el pH del medio. A pH basico, el DMSA se
une al °°MTc en estado de oxidacién (V), y se forma un compuesto empleado para la deteccién de tumores (carcinoma medular
de tiroides fundamentalmente) y a pH &cido el DMSA se une a ?°™Tc en estado de oxidacién (lll), y se forma un compuesto
empleado para estudios estaticos de gammagrafia de corteza renal. Durante este proceso puede verse comprometida la
estabilidad de la molécula de DMSA, fundamentalmente a pH basico, pudiendo provocar su degradacién. Ademas, se pueden
formar compuestos secundarios, como el Sn(DMSA),, que alteran las propiedades biolégicas del radiofarmaco 17).

Estudios mediante técnicas analiticas (electroforesis y HPLC) demostraron la influencia del pH del medio de preparacién en la
obtencién del complejo de Tc(V)-DMSA, mezcla de tres estereoisémeros en medio alcalino, y el Tc(ll)-DMSA, obtenido bajo
condiciones de pH &cido °#). Estos estudios sugieren también la posibilidad de formar cinco tipos diferentes de complejos con
DMSA en dependencia del pH y de la relacién de concentracién de DMSA : SnCl,*2H,0, los cuédles pueden tener diferente
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biodistribucién (15, Estudios mas recientes sugieren que el factor determinante en la obtencién de uno u otro complejo de
99MTc-DMSA (Il 0 V) es la concentracién de °°™Tc durante el proceso de preparacién y no la influencia del pH 17,

La preparacién de °°™Tc(V)-DMSA ocurre en condiciones de pH alcalino de manera esponténea y a temperatura ambiente
(Tabla 1) 55, Numerosos estudios se centran en partir del kit comercial de 2°™Tc(lll)-DMSA al elevar el pH mediante la adicién
de una pequefia cantidad de NaHCOs, para alcanzar las condiciones adecuadas de obtencién del °°™Tc(V) por reduccién del

pertecnectato (°°™Tc0O, ") (143558,

Un factor a considerar en la estabilidad es el pH del medio, ya que a valores por encima de 8.8 se ha encontrado la presencia
del complejo Sn(DMSA),, favorecido en ocasiones por la relacién molar de partida (DMSA: SnCl,*2H,0) (3:1) presentes en los
kit comerciales. Ademas, es importante tener en cuenta la inestabilidad de la molécula de DMSA en condiciones de pH alcalino

(15)

Tabla 1. Principales parémetros de la preparacién de los complejos M-DMSA (8. 9. 17. 23, 28, 59-61)

Componentes del kit y parametros de
reconstitucion

99mTc(V)-DMSA*

186/188 Re(V)-DMSA*

9mTc(1ll)-DMSA

1.11 MBq)

DMSA 1 mg/mL 1 mg/mL 1 mg/mL

SnCl,*H,0 0.33 mg/mL 0.44 mg/mL 0.33-0.41 mg/mL

Buffer Bicarbonato, 4.4%, pH9.0 1mL ajustarpH a 7.5 - 8.0 No contiene

Acido ascérbico No contiene 0.70 mg/mL 0.75 - 1 mg/mL

NaCl No contiene No contiene 3 -5mg/mL

Volumen °°™TcO,- 2 mL (maximo 30 mCio |1 mL (16 MBq) 3 mL (méximo 100 mCio

3.7 GBq)

Tiempo de incubacién 15 - 20 min 30 min (100 eC) 15- 20 min
pH al reconstituir el bulbo 8-9 1.5-25 23-35
Plazo de validez hasta 4 h hasta 4 h hasta 4 h

*La preparacidn se realiza a partir del kit comercial de °™Tc(lll)-DMSA.

Radiofarmaco 186/188Re(V)-DMSA

En general los complejos de Re son mas dificil de reducir y cinéticamente mas inertes a la reaccién de sustitucién de ligandos,
que sus analogos de Tc. Estas diferencias se evidencian en las condiciones de preparacidon que requieren ambos complejos. En
la preparacion de 18%/188Re(V)-DMSA (Tabla 3) no es necesario elevar el pH del kit, debido a que la reduccién del perrenato
(186/188Re0, ") es factible hasta el Re(V) en condiciones de pH bajo. Para alcanzar estados de oxidacién inferiores del Re se

necesita un mayor poder de reduccién en otras condiciones del medio. Mientras los complejos de Tc(V)-DMSA se forman
espontdneamente a temperatura ambiente, en la preparacién del 186/188Re(V)-DMSA es necesario la incubacién durante 30

minutos y temperatura de 100 oC. En caso de la preparacién del radiofarmaco con el radionuclido 86Re, se debe tener en

cuenta la presencia de portadores (18°Re estable que actla de blanco en la reaccién n,y), por lo que al proceso de preparacién

le debe seguir un proceso de purificacion donde se garantice obtener el radiofadrmaco libre de portadores con la mayor actividad
especifica posible. Bisunadan et al. > en 1991 propusieron un método para la purificacién de este radiofarmaco.

Lisic et al. (62) reportaron otra ruta para la sintesis del complejo Re(V)-DMSA usando el radiontclido 188Re libre de portador. La

sintesis consiste en la preparacién de ReOCl;(PPh3)2 obtenido con mas de 95% de rendimiento, mediante la reaccién del
perrenato (188Re0,") con trifenilfosfina (PPh5) y HCl con la subsecuente extraccién con CH,Cl, o CHCI5. En la reaccién de
ReOCI;(PPh3), con DMSA a temperatura ambiente ocurre el intercambio de ligando donde se forma ReO(DMSA), con alto
rendimiento y quimicamente idéntico al compuesto preparado usando el agente reductor SnCl, {ref[51}.

Estudios mas recientes (11 63.64) reflejan la posibilidad de preparar el radiofarmaco sin necesidad de elevar la temperatura y

adicionando oxalato de sodio al kit. La ventaja fundamental de este método consiste en que se logra una reduccién de 8Re0,"
mas eficiente. El método consiste en la presencia de ligandos auxiliares adicionales, los cuales deben jugar un papel de quelato
bifuncional enlazando al '8Re0," y a una molécula anfitriona apropiada en presencia del reductor Sn?*, los cuales forman una
especie intermedia para finalmente obtener el complejo deseado mediante reaccién de intercambio con el ligando de interés.
Mediante este mecanismo se logra la expansién de la esfera de coordinacién del nicleo metélico *88Re lo que favorece
fuertemente a la transferencia electrénica entre el par redox Sn?*/Re0Q, " (*1),

En la estabilidad del radiofarmaco 18%/188Re(V)-DMSA influye de manera significativa los procesos de auto-radidlisis que pueden



tener lugar en el preparado. Actividades adecuadas (16 MBq por vial) del radionuclido garantiza la estabilidad del producto con
alta pureza radioquimica. En caso de actividades elevadas (185 MBq por vial), el complejo sufre una severa auto-radiélisis, lo
que disminuye la pureza radioquimica del radiofdrmaco. Para atenuar estos efectos se afiaden 15 mg de acido ascdérbico por
vial, la presencia de este componente no afecta la composicién isomérica del 186/188Re(V)-DMSA (8),

Radiofarmaco 2°™Tc("-DMSA

lkeda et al. (¢7-68) encontraron que el Tc puede formar cuatro complejos diferentes con DMSA: (1) Tc(IV)-DMSA, () Tc(lll)-DMSA,
() Tc(V)-DMSA y (IV) Tc(VI)-DMSA. La formacién de estos complejos depende del pH, la concentracién de pertecnectato, y la
relacion Sn(ll) / Sn(IV). Los complejos 1y Il se forman a pH bajo y los complejos 'y IV a pH alto. Mediciones
espectrofotométricas y estudios de titulacién estequiométricos de la solucién del pertecnectato-DMSA con SnCl, mostraron que
el complejo I fue formado espontdneamente y se identificé como 2°™Tc(IV)-DMSA. Estudios biolégicos de localizacién revelaron
que el complejo I se localiza en hueso y fue excretado en la orina con poca retencién del riién. Ademas, se demostré que el
complejo I se convierte en complejo Il en presencia de exceso de ion Sn(ll) y ese complejo I (°°™Tc(lll)-DMSA) se localiza
principalmente en el rifién. Los complejos 1y IV se forman por titulacién de complejos 1y ll, respectivamente, a un pH alcalino.
El complejo Il es similar al complejo 1, localizado principalmente en hueso, y los complejos Il y IV se localizan en rifiones (61,
Los complejos 1y Il deben estar presentes principalmente en el kit radiofarmacéutico de Sn-DMSA debido al pH bajo (6>, El
maximo rendimiento del complejo Il se encontré que es dependiente del pH, la concentracién de oxigeno de la mezcla de
reaccion y el tiempo de incubacién. La localizacién en rifidén de los complejos preparados a un pH no se altera apreciablemente
si el pH se cambia mas tarde (®,

La reaccién de marcaje de °°"Tc-DMSA procede en dos pasos: la formacidn rapida de complejo I, seguida por una etapa mas
lenta de conversién hacia el complejo Il. Esta es la razén de la necesidad de un periodo de incubacién de 10 minutos. El
complejo Il puede verse afectado por la presencia de oxigeno que actla en la oxidacién previa del par reductor Sn(ll) /Sn(IV), lo
gue disminuye el potencial de reduccién del sistema, y puede revertir una vez formado el complejo Il al complejo I. Para
disminuir la pérdida del poder reductor del sistema la preparacién del complejo debe realizarse en atmésfera de N, o Ar.

La captacién disminuida del riidn ocurre porque el complejo I se excreta rdpidamente del sistema. Ademas de la captacion
disminuida de rifién, se ha descrito que aumenta la actividad en higado cuando una solucién de 2°™Tc-DMSA se inyecta 20
minutos después de la adicién de 1 mL de aire al vial de reaccién. La inclusién de acido ascérbico en los kits retarda esta
oxidacién (69 E| kit liofilizado puede marcarse actualmente en el mercado con 3mL de pertecnectato, es estable por 4 horas
siguientes a la preparacion, y el pH final debe encontrarse entre 2 y 3 (Tabla 3) (°1. 60),

El estudio analitico indica que los complejos de °°™Tc-DMSA no contienen Sn, como un complejo mixto de metal del tipo Tc-Sn-
DMSA. El andlisis estructural preliminar por RMN sugiere que la estructura quimica del complejo que se localiza en riidén estd
constituido por un dimero que consta de un dtomo de °°™Tc rodeado por dos moléculas de DMSA (61),

Biodistribucion del ligando DMSA y los complejos M-DMSA

Ligando DMSA

El DMSA se utiliza como ligando en la desintoxicacién de metales pesados, lo que ha propiciado muchas investigaciones en este
campo (35:39.50,53,66:68)  demostrando la afinidad de esta molécula por la principal proteina plasmatica, la albumina 30-33), Se
ha demostrado que el 20% de la dosis suministrada por via oral se elimina por la orina, donde se encuentra mas del 18% del
DMSA excretado en forma de mezcla de disulfuros con L-cisteina (29-30-32.35) Para el resto de la dosis suministrada, o sea el
80%, se sugieren diferentes posibilidades de eliminacién, la excrecion mediante las heces o excrecidn por la orina pero en una
forma no detectable por los métodos analiticos utilizados 1),

Agente renal 2°™Tc(lll)-DMSA

La tasa de desaparicién en sangre del *°™Tc(lll)-DMSA es mas lenta que el *°™Tc-DTPA (dietilentriamino-pentacetato) a causa
de la unién a proteinas. El aclaramiento de sangre se realiza de manera tri-exponencial: el 44% de la dosis tiene una vida media
biolégica de 20 minutos; el 44%, 50 minutos; y 12%, 18 horas. Aproximadamente del 4 al 5% de la actividad de plasma se
extrae continuamente por el paso a través de rifidn. La acumulacién renal aumenta en un periodo de horas, con una captacién
biolégica media de una hora, y no hay eliminacién de la fraccién unida a proteinas plasmaticas en ese tiempo. Sobre el 24% de
la dosis inyectada se fija a ambos rifiones en una hora, siendo del 20 - 35% en 6 horas. La cantidad que no se fija a rifidn
aparece en la orina, con una excrecién urinaria acumulativa en 6 y 24 horas de 26 y 37% de la dosis administrada,
respectivamente. Estudios radiograficos en ratas indican que el 98% de la actividad renal se une a la corteza y el 4% a la
médula ).

El mecanismo exacto de la excrecién renal del ™ Tc-DMSA no es conocido. Como se une a proteinas plasmaticas, una poca
actividad serd aclarada por filtracién glomerular, comparada con el °°™Tc-GH o °°™Tc-DTPA. Esto es evidente durante la imagen
renal a causa de la pobre visualizacién del sistema colector; sin embargo, la unién a proteinas parece ser importante para su
localizacién en rifién (® . El complejo °°™Tc-DMSA formado a pH &cido tiene una mayor fijacién a proteinas y mayor
concentracién renal. Cuando el complejo se forma a valores mas altos de pH, la unién a proteinas es menor y también es
menor la concentracién renal, lo que coincide con una actividad aumentada en hueso e higado. La concentracién renal no se ve



afectada por el probenecid (agente uricosurico que aumenta la excrecién del &cido Urico por la orina), esto indica que el DMSA
no es segregado por el mismo sistema enzimatico que el probenecid (69,

Otros estudios muestran que el mercurio iénico (Hg™) disminuye la localizacién de °°™Tc(lll)-DMSA en las células tubulares.
Estos datos sugieren que la localizacién del 2°™Tc(lll)-DMSA en las células tubulares corticales ocurre por la cesién del complejo
desde su unién a proteinas desde la sangre eferente arterial al fluido peritubular, donde el complejo se disocia y se une a las
células tubulares; o mediante la reabsorcién y unién a las células tubulares proximales del ?°™Tc-DMSA filtrado por el glomérulo
{ref[5, 69}. Estudios subcelulares indican que la unién se realiza con proteinas en el citosol, microsomas, y mitocondria (7%,

El 2°™Tc(lll)-DMSA presenta una distribucién biolégica similar al 1°7 Hg-clormerodrin, por alcanzar una concentracién alta en la
corteza renal con excrecién urinaria lenta. La imagen entre 2 y 4 horas después de la inyeccién es satisfactoria, aunque mas
lenta, a las 24 horas se obtiene un aclaramiento mayor de sangre y una disminucién del fondo (7Y, Presenta un alto grado de
unién a proteinas plasmaéticas principalmente o y B - globulinas (7). A pesar que aln no esté definido con precisién el
mecanismo exacto de captacién, se postula que es captado directamente por las células tubulares proximales y de la porcién
ascendente del asa de Henle (captacién desde los vasos peritubulares), y/o que se hace por filtracién glomerular més
reabsorcion. A las 2 horas después de su administracion, aproximadamente el 25 - 30% es captado por cada rifidn. La
captacién renal méxima es de aproximadamente 42% de la dosis inyectada (72 73), Por tanto, el DMSA es un agente 6ptimo
para detectar anormalidades focales de la corteza renal, pero a causa de su excrecién urinaria lenta, es un mal agente para
demostrar anormalidades del sistema colector. Por su alta captacién en rifién se ha sugerido que el °*™Tc-DMSA puede ser el
mejor agente de tecnecio para determinacién de masa renal funcional relativa.

La distribucién del ™ Tc-DMSA puede alterarse en la enfermedad renal severa o en alteraciones del equilibrio acido-base.
Cuando la funcién renal se altera severamente, el higado puede acumular también actividad como una via de eliminacién
alternativa. En estudios realizados en ratas con cloruro aménico como inductor de acidosis que produce pH urinario bajo, se ha
demostrado que la concentracién en rifién de DMSA se reducia en mas de un 50 % y la actividad en higado aumentaba. Las
razones para este efecto no son conocidas, pero los resultados pueden tener importancia en la estimacién cuantitativa de la
funcion renal en pacientes con el equilibrio acido-base alterado. La variacién de la relacién de captacién rifidn-higado puede
producir la sobrestimacién de actividad de rifién cuando hay captaciéon hepatica aumentada. En particular, esto puede llevar a
un andlisis incorrecto en casos de enfermedad renal asimétrica (6%).

Agente tumoral 2°™Tc(V)-DMSA

En el caso del Tc(V) existen similitudes entre los agentes de diagndstico 2°™Tc(V)-DMSA y 67 Ga-citrato, utilizados en tumores y
procesos inflamatorios. La interaccién del °*MTc-DMSA con las proteinas de la sangre es muy importante y puede influir en la
biodistribucién. Se ha comprobado que en el caso del °°™Tc(V)-DMSA, su principal proteina transportadora en la sangre es la
albumina, la cual se asocia principalmente a un péptido de 18 kDa expresado en tumores. Estas asociaciones pueden verse
afectadas por la influencia de la temperatura y el pH 7%y, ademds, son la clave para la mejor comprensién de la biodistribucién
y farmacocinética del complejo 2°™Tc(V)-DMSA.

Horiuchi et al. (7> en 1998 plantearon la hipétesis basada en la sensibilidad al pH del medio que presenta el agente tumoral,
como uno de los factores a considerar en la localizacién del radiofarmaco en tejidos tumorales, relacionando el pH ligeramente
4cido predominante en los tejidos tumorales con su localizacién. Otros autores (7681) demostraron que el mecanismo por el
cual se aloja en tumores se relaciona directamente con tres familias de proteinas diferentes denominadas NaPi tipo I, Il y Il
dependientes de iones fosfatos inorgdnicos (Pi), las cudles actlian como co-transportadores de las células cancerigenas,
especificamente la NaPi tipo lll. Estos resultados concuerdan con los estudios antes mencionados, ya que este tipo de proteinas
NaPi tipo lll se inhibe a pH alcalino, a diferencia de NaPi tipo Il en la cual se produce un efecto contrario y la NaPi tipo |
totalmente indiferente a cambios de pH del medio.

Todos los estudios reportados proponen diferentes mecanismos relacionados con las células tumorales, pero hasta ahora no
existe un mecanismo estrictamente esclarecido (82), La principal aplicacién del °°™Tc(V)-DMSA es la deteccién de carcinomas
medulares de tiroides (> 83),

Agente terapéutico 18%/188Re(V)-DMSA

E| 186/188 Ra(V)-DMSA tiene gran selectividad por la metéstasis dsea (sobre todo la proveniente de carcinomas de préstata), por
lo que pudiera usarse como agente paliativo del dolor, ademas de gran acumulacién en rifiones; mientras que su analogo de
Tc(V), es ampliamente utilizado y adoptado como agente de diagndstico para los CMT (8 12),

Estudios combinados de imagenologia, andlisis de sangre y orina, indican una rapida extraccién del radiofarmaco desde la
sangre hacia los tejidos, con un posterior retorno lento hacia la sangre. Esto explica la presencia muy lenta de radioactividad en
la orina del 5% en 1h y 55% en 24h. No se observa asociaciones del Re a proteinas y otro tipo de conversién a especies
radiactivas (8. Estos estudios sugieren que el 186/188Re(V)-DMSA puede ser aplicado como agente terapéutico en CMT y otros
tumores blandos como sarcomas, y en metéstasis dsea y osteo-sarcomas.

Posibles alteraciones en la preparacion de radiofarmacos de DMSA



Durante la preparacién de los radiofarmacos tecneciados de DMSA pueden presentarse diferentes alteraciones, similares a la
preparacién de otros radiofarmacos, motivadas por diversos factores. En este acépite se presentan algunas experiencias
publicadas 8489 y |as valoraciones de los autores de este trabajo. Las impurezas radioquimicas originadas pueden alterar la
correcta biodistribucién del radiofdrmaco, produciendo imagenes de baja calidad. Estas impurezas son, en general,
dependientes del tiempo y consecuencia de varios factores, como por ejemplo:

a) Incorrecta preparacién del radiofarmaco.
b) Interacciones con diversos agentes quimicos presentes en el disolvente, generalmente originadas en el proceso de radidlisis.
c) Baja calidad del °°™TcO,Na en el eluato.

Entre las impurezas, se encuentran el °MTcO* (tecnecio “libre”) y especies de tecnecio reducidas - hidrolizadas (°°™Tc-ROH),
entre otras. Estas Gltimas producen un aumento de actividad en el sistema reticulo - endotelial, siendo las mas representativas,
las siguientes:

e Diéxido de tecnecio (2°™ TcO,): compuesto insoluble que se produce por la hidrélisis del tecnecio reducido
en solucién acuosa. Este compuesto compite con el proceso de quelacién del radiofarmaco, disminuyendo
el rendimiento de 2°MTc-quelato. Su formacién depende del pH, la duracién de la hidrélisis y la presencia
de otros agentes.

e Coloide de 2°™Tc-Sn: el cloruro de estafio, a pH préximo a 7 y en presencia de agua (humedad residual
del liofilizado), puede también sufrir hidrdlisis y competir con el agente quelante en el proceso de marcaje
para formar un complejo 2°™ Tc-hidréxido de estafio de naturaleza coloidal.

e En cuanto a los factores relacionados con el radiontclido, es importante tener en cuenta la relaciéon
99Tc/?°MTc presente en el eluato del generador de °?Mo/%°™Tc, lo cual estd relacionado de forma directa
con el tiempo (edad) del eluato, ya que la presencia de °°Tc conduce a un célculo erréneo de la
concentracién de 2°™Tc necesaria para la preparacién del radiofarmaco, y entonces el reductor afiadido
no serd suficiente.

En cuanto a los factores relacionados con los componentes, es de suma importancia que el Sn se encuentre en forma de Sn (ll),
asi como la relacién de los componentes que intervienen en la preparacion debe cumplirse estrictamente.

En cuanto a los factores asociados con el procedimiento de preparacion, se debe tener en cuenta el tiempo de incubacién en el
caso de la formacién del radiofarmaco °°™Tc(lll)-DMSA (tiempo después de incorporar el °°™TcO,Na al vial que contiene el
ligando y los otros componentes) °?). Otro factor muy importante es la presencia de oxigeno en el proceso de formacién de los
radiofdrmacos de M-DMSA. El oxigeno favorece la formacién de 2°™Tc(V)-DMSA a partir de 2°™Tc(lll)-DMSA, mientras que este
Ultimo debe prepararse en atmdésfera de dinitrégeno.

Entre otros factores a mecionar cabe destacar la importancia del pH del medio seguin la formacién de un determinado agente
(tumoral o renal). Ademas, la presencia de preservantes como el &cido ascérbico, que evitan la degradacién del ligando DMSA.

Control de calidad de los radiofarmacos M-DMSA

La biodistribuciéon de un determinado compuesto esté condicionada por sus propiedades quimico-fisicas. Las impurezas
radioquimicas y los radiofarmacos son especies quimicas distintas y por tanto sus propiedades quimico-fisicas también lo son,
lo que explica sus diferentes localizaciones en el organismo. La captacién de las impurezas radioguimicas en zonas no
deseadas impedird obtener imagenes de calidad y proporcionara una dosis de radiacién innecesaria al paciente. Por ello, deben
realizarse controles de calidad que permiten separar y cuantificar las impurezas radioquimicas y, de este modo, valorar si el
radiofarmaco tiene la pureza radioquimica adecuada.

Radiofarmaco 2°™Tc(lll)-DMSA

El control de la calidad contiene las pruebas siguientes principalmente (59 60.91).

e la determinacién de la cantidad de DMSA, puede ser requerida por las regulaciones locales.

e la cantidad promedio de cloruro estafioso, debe ser menor del 50% del valor esperado de la reaccién
estequiométrica.

e |a formulacién no radiactiva debe disolverse facilmente en solucién salina, siendo limpida y transparente.

¢ el modelo de biodistribucién tipico de 2°™ Tc(lll)-DMSA en ratas, una hora post-inyeccién, es como sigue: =
40 % de la dosis inyectada en rifiones y la relacion rifiones / (higado + bazo) no debe ser menor que 6
veces.

e La pureza radioquimica se determina mediante cromatografia ascendente en papel. Se emplea metil-etil-



cetona como disolvente. EI °®™Tc en forma coloidal permanece en el punto de origen, junto con el
radiofarmaco ?°™Tc(Il)-DMSA, y el ion %*™TcO, - migra junto al frente del solvente. En el cromatograma
obtenido, no menos del 92 % de la radiactividad total se encuentra en la mancha correspondiente al
99MTc en forma coloidal 9 20 92),

Radiofarmaco °°™Tc(V)-DMSA

Los pardmetros reportados son tomados de un informe de la OIEA, puesto que las farmacopeas disponibles no proveen
informacién acerca de este radiofarmaco 9.

e La pureza radioquimica se determina mediante cromatografia de capa delgada (TLC). Puede emplearse
dos sistemas diferentes de disolventes: metil-etil-cetona, donde el 9™ Tc(V)-DMSA queda retenido en el

punto de aplicacién, y la mezcla n-butanol-acido acético-agua (3:2:3) donde presenta un Rf de 0.7-0.8
(59)

e El modelo de biodistribucién tipico de 2°™Tc(V)-DMSA en ratas, una hora post-inyeccién es como sigue: <
10 % de la dosis inyectada en rifiones y < 2 % en higado.

Radiofarmaco 186/188Re(V)-DMSA

Los parametros reportados son tomados de un informe de la OIEA, puesto que las farmacopeas disponibles no proveen
informacién acerca de este radiofarmaco (3.

e La pureza radioquimica se determina mediante cromatografia de capa delgada (TLC). Se utiliza como fase
estacionaria silica-gel y fase mévil la mezcla n-propanol-acido acético-agua (4:1:3), donde los productos de
hidrélisis de 186/188Re quedan en el punto de aplicacién, el 18%/188Re0 , - migra junto al frente del solvente
y el radiofdrmaco presenta un valor de Rf ~ 0,6 (23),

e El ensayo de biodistribucién se realiza en ratas Wistar donde se inyectan 0,2 mL del radiofdrmaco a través
de la cola y se sacrifica una hora post-inyeccién para determinar el porcentaje de la dosis inyectada por
érganos.

Conclusiones

Los complejos de °MTc, 186/188Re-DMSA han sido empleados con éxito en la medicina nuclear por mas de 30 afios. Mientras
que los complejos de Tc (Il) y Tc (V) se aplican principalmente como radiofarmacos para el diagnéstico mediante estudios
estaticos del sistema renal y la deteccién de carcinomas medular de tiroides respectivamente, el complejo 186/188Re-DMSA se
emplea en la radioterapia como agente paliativo del dolor inducido por metéstasis ésea. Desde el punto de vista quimico los
complejos de Re son mas estable que los de Tc, debido a las energias de sus orbitales enlazantes y presentan mayores
potenciales de reduccién, lo cual condiciona la preparacién de uno u otro complejo.

En la actualidad, todavia existen interrogantes sobre la estructura y propiedades quimicas de estos compuestos que, con mas
de 30 afos de utilizacion, alin constituyen un reto para los investigadores de este campo. Por otra parte, también es necesario
ampliar los estudios sobre los mecanismos de biodistribucién, la identificaciéon de isémero(s) con actividad biolégica, su proceso
de formacién, asi como la estructura de algunos de los complejos M-DMSA. El estudio de estos sistemas no ha perdido vigencia
y puede constituir tema de numerosas investigaciones en los préximos afios.
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