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Resumen

Se realizaron pruebas de tratamiento del dolor y la hinchazoén producidos por la artritis
reumatoidea mediante radiofirmacos, a partir de la utilizacion del '“Ho. Este radionu-
cleido, cuyas propiedades (periodo de semidesintegracion corto, emision beta de baja
energia y baja contribucion de emisién gamma) son muy convenientes para aplicaciones
terapéuticas, puede ser producido ficilmente por irradiacion de 'Ho en un reactor nu-
clear. Se realiz6 la marcacion con Ho de moléculas como los macroagregados de hi-
droxido férrico, microesferas de acido polildctico, hidroxiapatita y microesferas de albtimina;
se midi6 el porcentaje de pureza radioquimica y se investigé el comportamiento de cada
uno en animales de experimentacion.

Abstract
Trials of treatment of the pain and swelling produced by the rbeumatoid arthritis were

performed using radiopharmaceuticals, from the use of '°Ho. This radionuclide, whose
properties (short half-life, low energy beta emission and low contribution of gamma emissiorn)

are very convenient for therapeutic applications, can be easily produced by irradiation of

165Ho in a nuclear reactor. Labeling with '°°Ho was made with molecules like ferric hydroxide
madcro-aggregates, polylactic acid microspheres, hydroxiapatite and albumin microspheres;
the percentage of radiochemical purity was measured and the performance of each compound
in animal models was investigated.

* Trabajo realizado sobre la base de la tesis presentada por V. Pereyra Molina para optar al grado de Magister en Radio-
quimica, bajo la direccién de M. G. Argiielles.




Introduccion

La wtilizacion de isotopos radiactivos aprovechando sus caracteristicas especiales ha permitido avances
espectaculares en diversos campos de la actividad humana. Una de las formas de utilizacion de los com-
puestos radiactivos con fines clinicos es como trazadores radiactivos = in vitro ™ e “ in vivo *, asi se em-

plean en Medicina Nuclear (Mallol. 1989).

Un radiofdrmaco es un trazador radiactivo de uso interno que se utilizard ¢n Medicina Nuclear para el trata-
miento o diagnostico de las enfermedades humanas, tiene dos componentes, el radionucleido y un farmaco.
La utilidad del radiofarmaco estd dada por las caracteristicas de estos dos componentes (Vera Ruiz, 1993). La
radioterapia es la aplicacion de las radiaciones ionizantes con fines terapéuticos. En la radioterapia por
radiofarmacos se aprovecha la capacidad de estos trazadores de acumularse en un 6rgano blanco para
irradiarlo selectivamente. Los radionucleidos a ser empleados con fines terapéuticos serdn emisores beta,
por ser esta radiacion de mayor poder ionizante que la radiacion gamma y, por tanto, mds activos. La se-
leccion de un radioisétopo para una aplicacion especifica requiere que se tengan en cuenta varios fac-
tores, entre ellos las caracteristicas fisicas propias del radionucleido, principalmente el tipo y la energia

de la particula emitida y ¢l periodo de semidesintegracion.

El objetivo es depositar ¢n las c€lulas malignas la mayor cantidad de energia dentro del plazo mas breve
posible y evitar que las c¢lulas sanas reciban una dosis nociva. La energia depositada se cuantifica con
un parametro llamado Transferencia Lineal de Energia ( LET ), que varia segiin el tipo de radiacion (e, B, y).
Los radionucleidos con potencial terapéutico que han sido estudiados, decaen por una de las siguientes

tres categorias de decaimiento: son emisores de particulas B, de particulas a o de electrones Auger.

En la practica, los radionucleidos emisores de particulas beta y los que decaen por captura electronica y
emiten electrones Auger son los que tienen mejores perspectivas para convertirse en radionucleidos de
uso rutinario en medicina nuclear terapéutica. Esto se debe a que tienen pequenos rangos de penetra-
cion al tejido, desde micrometros hasta unos cuantos centimetros. Ademds, algunos de los radionuclei-
dos emisores de particulas B que ofrecen mejores perspectivas emiten simultineamente radiacion 1y,
permitiendo la toma de imdgenes con cimaras gamma, lo que proporciona valiosa informacion para el
cilculo dosimétrico. Varios va demostraron su aplicabilidad en medicina nuclear terapéutica, mientras
otros que estan en fases adelantadas de su investigacion clinica y estdn siendo objeto de intensas inves-

tigaciones, son mostrados en la Tabla 1.

Tabla 1: Radionucleidos con caracteristicas favorables para radioterapia

Radionucleido Ti/2 Energia beta (MeV) Energia gamma (keV )

32p 14,3 d 17 e

895¢ 50,5 d 1,49 909
98y} 2,7d 2,27 2186

3 8,03d 0,606 364

165Dy 23h 1,34 95

153Sm 1,95d ) 0,8 103

166Ho 1,1d 1,6 81

161Th 6,91d 0,51 26 ¥ e
185Re 1,1d 1,6 137

188Re 16,98 h 2,11 . 155 ol
87Cy 2,4d 0,57 185
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Los radionucleidos presentados en la Tabla 1 tienen periodos de semidesintegracion cortos, que varian
de horas a dias: los rangos de penetracion en los tejidos de las particulas beta son del orden de milime-
tros hasta unos pocos centimetros, lo cual se considera una penetracion apropiada para tumores de ta-
mano pequeno a mediano. Gran parte de éstos también emiten simultineamente rayos gamma con
energias apropiadas.

La principal fuente de radioisotopos beta emisores es el reactor nuclear, a partir de reaccion (n,y), indu-
cida por neutrones térmicos. Cuando el elemento es bombardeado con neutrones, se forma un nicleo
compuesto inestable que decae formando el nuevo nicleo con nimero de masa A+1, mientras se libera
energia liberada como cuantos 7. El radionucleido resultante tiene la misma naturaleza quimica que el
elemento del que se partio, hecho que limita la actividad especifica (Balaban y colaboradores, 1986).

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad cronica sistémica que afecta principalmente a las articu-
laciones, con inflamacion, dolor, calor y tumefaccion y en los casos agudos se presenta con fiebre. Es
mds frecuente en mujeres de entre 30 y 40 anos y se pueden dar casos de remisiones espontineas que
persisten por varios anos.

El tratamiento primario para la artritis reumatoidea incluye medicamentos como aspirina, anti-infla-
matorios, drogas citostaticas ¢ inmunosupresivas que traen muchos efectos secundarios. Sin embargo,
cuando estos medicamentos ya no son exitosos en el control de la inflamacion sinovial, se recurre a
la sinovectomia quirtrgica. Esta consiste en la extraccion de la parte inflamada de la articulacion. Ge-
neralmente se espera que la sinovectomia provea 2 o 3 anos de paliacioén sintomatica, pero hay una
cantidad de problemas asociados con ¢l procedimiento, como por ejemplo el riesgo que significa una
cirugia, la anestesia, ademas es t€écnicamente dificil, si no imposible, extraer completamente la linca
sinovial inflamada.
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Articulacion normal Articulacion reumatoide
Figura 1. Compuracion entre la articulacion normal y la articulacion reumatoide
El término radiosinovectomia significa “restauracion” del sinovio por radionucleidos. A través de una
aplicacion local de agentes radiactivos se hizo un experimento para influenciar el proceso sinovial favo-

rablemente, como una alternativa 4 la sinovectomia quirdrgica.
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En 1963 se utilizé '%Au en forma coloidal como agente para radiosinovectomia, en especial para la arti-
culacion de la rodilla. Sin embargo, no se siguié utilizando debido a la dosis no deseada de cuerpo en-
tero, causada por la radiacion gamma, y a la difusion de las particulas a los nodos linfiticos y al higado.
En el presente se utilizan emisores B, con una componente minima o nula de rayos gamma.

La radiosinovectomia consiste en la administracion articular de un radionucleido terapéutico, como un
emisor beta en forma coloidal o particulada, a la articulacion danada, para reducir la inflamacion. Los pri-
meros coloides utilizados fueron preparados con Y-90 y Au-198; menos utilizados fueron los radiocoloi-
des de Er-169, Re-186 y P-32. El radionucleido ideal para radiosinovectomia es un emisor beta puro o
con una emision gamma minima y con un periodo de semidesintegracion corto. La particula portadora
ideal seria aquélla que sea aceptada por el tejido sinovial y pueda ser metabolizada por las enzimas si-
noviales; debe formar un complejo estable con el radionucleido, para minimizar la disociacién y asi evi-
tar la liberacion desde la articulacion; también debe ser de preparacidn rapida y no tener propiedades

toxicas o alergénicas.

El uso de "*Ho como radionucleido terapéutico se ha incrementado en los Gltimos anos, en razén de sus
caracteristicas: Ty, = 26,9 h, suficiente como para dar la dosis de radiacién necesaria; penetraciéon en te-
jido de la particula beta (E,;,x = 1,84 Mev) de 8,4 mm, con un promedio de 3,3 mm, ideal para tratamiento
de sinovio inflamado de rodilla, el cual es aproximadamente 1-7 mm de espesor, dependiendo de la se-
veridad de la enfermedad. El '*Ho estable, al que se realiza el bombardeo neutrénico, tiene una abun-
dancia de 100 % y una seccion eficaz de 64 b, de forma tal que la actividad especifica del producto es
aceptable (Mumper, 1992).

Idealmente, el método de eleccion para evaluar los mecanismos patogénicos de la AR, es el estudio de
la enfermedad en humanos. Para identificar vias potenciales para futuras intervenciones en AR, son ne-
cesarios sistemas de modelos en los cuales pueda ser estudiada una gran variedad de variables. El mo-
delo animal ideal tendria que tener las siguientes caracteristicas:

e Caracteristicas clinicas y patologicas similares a las de la AR, con pocas manifestaciones extranas.

e Susceptibilidad de induccion de la enfermedad en cepas de animales que estén disponibles y no sean caros.
e Acelerada duracion de la enfermedad para permitir protocolos de experimentos rapidos.

e Parametros de actividad de enfermedad y funcién inmune que sean similar a la AR y puedan ser medibles.
e Severidad e incidencia de la enfermedad.

Existe una variedad de modelos experimentales de AR para:

e Artritis adyuvante

e [nduccion de artritis por la pared celular estreptocécica
e Artritis inducida por coligeno

e Artritis inducida por ovoalbumina

e Artritis inducida por fibrindgeno

Tomando en cuenta las caracteristicas detalladas, escogimos el modelo de induccién por adyuvante o
modelo antigeno-inducido.

Este modelo, originalmente descripto hace mds de 35 anos, es usualmente inducido con una inyeccion in-
tradérmica de una suspension de Mycobacterium tuberculosis en aceite. La artritis adyuvante se desarro-
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lla dentro de los 11-20 dias post-inmunizacion y parece no tener predileccion por sexo (Silberstein y co-
laboradores, 1992).

Metodologia de Desarrollo

El trabajo a realizar puede dividirse en tres partes principales, a saber:
e preparacion de un microparticulado adecuado,

e marcacion del particulado con distintas técnicas, y

* estudios en animales

El desarrollo de las técnicas utilizadas se detalla a continuacion:
Radionucleido

El holmio-166, radioisétopo de un elemento de la serie de los lantinidos utilizado en el estudio, tiene,
como se ha mencionado, un periodo de semidesintegracion corto (T, = 26,8 h), emite particulas beta
(Enax = 1,9 MeV ) y radiacion gamma de baja energia ( E = 81 keV; i = 6 %) muy util para obtener ima-
genes en una camara gamma. El radionucleido se obtuvo por captura neutrénica partiendo de un blanco
de HO'_)O_IP

La irradiacion se realizo en ¢l Reactor RA-3 del Centro Atomico Ezeiza, Comision Nacional de Energia
Atémica. Se obtuvo una actividad especifica promedio de 15 mCi/mg después de 24 h de irradiaciéon con
un flujo neutrénico de 10" n/ecm? s,

Particulas
Macroagregados de Hidroxido Férrico

Este sistema de particulas se prepara partiendo de una solucion de sulfato ferroso; se realiza una co-pre-
cipitacion con el '““Ho, obteniendo asi los macroagregados de hidroxido férrico marcados.

En la estandarizacion de la técnica se hicieron pruebas en frio para determinar el tamano de particulas
deseado (10-20 pm). Las variaciones sobre el protocolo inicial se hicieron en cuanto al modo de oxida-
cién del Fe (I1) a Fe (111):

* Técnica 1: precipitacion del hidroxido ferroso y oxidacion por burbujeo con aire.

Se parti6 de una solucion de sulfato ferroso, por agregado de hidréxido de sodio se obtuvo el precipi-
tado del hidroxido. La oxidacion se produjo por burbujeo de aire con jeringa de 10 ml provista de una
aguja de 18 1/2. Las particulas o macroagregados de hidréxido férrico se protegieron de la coagulacion
por agregado de una solucion de polivinilpirrolidona (PVP); cespués del centrifugado se midi6 el tamano
de las particulas por microscopia optica.

= Técnica 2; en esta técnica se utilizo como reactivo ferroso la sal de Mohr, sulfato ferroso aménico. Los
pasos restantes fueron idénticos a los de la técnica 1.

» Técnica 3: la oxidacion se produjo por agregado de agua oxigenada, que reemplazoé al burbujeo con aire.
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«Técnica 4: por altimo, en esta variante se partio del sulfato férrico, el sulfato ferroso se oxidé con agua
oxigenada, en forma previa a la precipitacion del hidroxido.

Sobre La base de los resultados se descarto la técnica 2, ya que no dio buenos resultados. Se siguio tra-
bajando con las otras tres técnicas. Se hicieron otras pruebas en frio, pasando la suspension de parti-
culas por un sistema de filtros Nylon (MSI in¢.) en tindem, en orden decreciente de tamano: 200 pm ;
20 pm 5 10 pm ¢ 5 pm.

La medicion se hizo por pesada; se pesaron los filtros antes y después y se obtuvieron los porcentajes en

cada uno de los filtros.

Los mejores resultados se obtuvieron con la Técnica 1, pero el tamano de las particulas no era atn el de-
seado, por lo que se fue observando por microscopia ptica cada paso de la téenica, hasta que finalmente
se consiguio el tamano optimo, estableciéndose la técnica de la siguiente manera:

m Reactivos

Se prepararon las siguientes soluciones: Fe?*, como FeSO, (Sulfato ferroso heptahidratado, Anhedra) 4
mg/ml en HCL 0,1 N; polivinitpirrolidona. solucion conteniendo 16 mg/ml (PVP de BDH Chemicals); poli-
vinilpirrolidona, solucion conteniendo 16 mg/mla pH 9,5 ; solucion fisiologica (NaCl 0,9%, Riedel de Haén).

La solucion fisiolégica fue esterilizada por autoclave; las soluciones restantes fueron esterilizadas pot fil-
tracion por membrana (Millipore, 0,22 wm).

m Preparacion

En un frasco, dispuesto dentro de un blindaje de plomo, se colocd 1 ml de la solucion de sulfato ferroso
y 0,3 ml de la solucion radiactiva. En un tubo cénico de centrifuga se colocé 1,1 ml de la solucién de hi-
droxido de sodio 0,4 Ny 2,2 ml de solucion fisiolégica. Se agregé 0,9 ml de la solucion radiactiva pre-
parada anteriormente y 1,1 ml de la solucién de PVP. La solucion fue sometida a aireado, para oxidar al
hierro de ferroso a férrico; para esto se utilizo una jeringa de 10 ml con aguja gruesa, se burbujeé en el
fondo del tubo repetidas veces hasta que la preparacién adquirié un color rojo-naranja.

Se centrifugd por 3 minutos a 1000 rpm, luego se midio la actividad en un calibrador de dosis (Capintec
CRC-10). Se descarto el sobrenadante en un recipiente con blindaje y nuevamente se midio la actividad.
Se agregd al pellet 5 ml de PVP pH 9,5 y se sometié nuevamente a aireado del preparado, pero esta vez
con una pipeta Pasteur, para no modificar el tamano de las particulas. Se centrifugé y midi6 la actividad
del pellet de la misma forma que la primera vez. Se calcul6 el rendimiento de marcacién como el por-
centaje de esta medicion con relacion a la actividad inicial.

Luego se resuspendio el pellet con 5 ml de solucion fisiologica; se colocé en un frasco, se midi6 la acti-
vidad y se esterilizé en autoclave. Cuando hubo sospechas de que hubiera quedado actividad en el so-
brenadante, se repitio el lavado con solucién fisiologica.

u Control del tamafo

La medicion del tamano de las particulas se realizé de 2 formas:
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1.En frio: ausencia de radiactividad

2. En caliente: coprecipitacion con Ho=160.

Para la medicion del tamano en frio, se realizo la téenica de la misma forma que con material radiactivo,
pero se sustituyé a éste por igual cantidad de agua destilada. La medicion del tamano se realizé por mi-

croscopid, con un microscopio con ocular micrometrico.

Para la medicion en caliente, la solucion radiactiva se pasé por una serie de membranas filtrantes de
Nylon (MSI in¢.), de tamano decreciente de poro:

100 580/ 160 3 404 30 200 10« 50¢ 1.2 um

de la siguiente manera: 1 ml de la suspension de particulas homogeneizada con una pipeta Pasteur, se
filtré por la primera membrana. Se recogio ¢l filtrado en un frasco (con blindaje), se lavé la membrana
con 1 ml de agua y s recogio en el mismo frasco. Se paso al siguiente filtro el contenido total del frasco,
en el cual se procedio de la misma mancra que con el primer filtro. De esta manera se sigui6 hasta el fil-

tro de menor tamano.

Se midieron todos los filtros y todos los frascos; la suma total represento el 100% de la actividad y asi se

obtuvo ¢l porcentaje para cada filuro.
m Control de estabilidad

En las pruebas de estabilidad se analizo la liberacion del radionucleido de su union con la particula. Para
esto se reservo la preparacion 'y a 24 h. 48 hy 72 h, se volvio a centrifugar; se midio el sobrenadante y
el pellet. Se efectud un lavado con solucion fisiologica y se volvio a centrifugar, se midio el sobrenadante
y el pellet.

Toda la actividad debe permanccer en ¢l pellet; no debe haber ninguna liberacion de actividad al so-
brenadante.

Microesferas de acido poli L-lactico {(PLA)

En este caso se tata de microesferas preparadas con Ho-1635 para ser irradiadas posteriormente. En pri-
mer lugar, se prepard el complejo acetil acetonato de holmio. Este se agrego al PLA y se emulsiono en
alcohol polivinilico (PVA). Por evaporacion controlada del solvente se obtuvieron las microesferas.

Las microesferas asi preparadas se irradiaron en el reactor para producir '“Ho.
= Reactivos

» Acido Poli(L)Lactico (ICN)
» Alcohol Polivinilico (ICN)
s Cloroformo (Merck)

* Ho,O5 (Aldrich)

* Agua desionizada

» 2.4 pentanodiona (Aldrich)
« Amoniaco (Merck)

» HCl (Merck)
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u Preparacion del complejo de '6°Ho - acetilacetonato (*6°Ho-AcAc)

Se disolvieron 100 mg de HoO4 en la minima cantidad requerida de HCI© y se diluy6 con agua hasta
1,0 ml, Por otro lado se tomé 1,54 ml de acetilacetona y se diluy6 hasta 20 ml con agua. Esta solucién se
agrego, por goteo lento, a la solucion de cloruro de holmio. El pH se ajusté a 7 con amoniaco. Se cuidéd
que el pH no subiera de 8 para evitar la precipitacion de Ho(OH)s.

La mezcla se agité por 12 horas para asegurar una reaccién completa. Se obtuvo un precipitado de ace-
tilacetonato de holmio. Se filtré y se sec6 al vacio por 24 h. Se mantuvo en desecador hasta su uso.

m Preparacion de las Microesferas de PLA - 19°Ho-AcAc

Se disolvieron 100 mg del complejo '>Ho-AcAc y 200 mg de PLA en 10 ml de cloroformo; esta solucién
fue lentamente anadida, y con agitacion continua, a una solucién de PVA al 2% en agua desionizada. Se
mantuvo en agitacion por 15 minutos; se formé una emulsion que fue transferida a un evaporador rota-
torio, a temperatura ambiente, previo agregado de 100 ml de agua desionizada, Una vez que se hubo
evaporado todo ¢l cloroformo las microesferas obtenidas se filtraron y se lavaron con 800 ml de HC 0,1
N para remover el exceso del complejo ' Ho-AcAc. Se volvieron a filtrar y se lavaron con agua desioni-

zada. Se dejaron en desecador.
m Control del tamafio en frio
Se determin6 el tamano de las microesferas por microscopia optica.

m Determinacion de la concentracion de Holmio en las Microesferas por Fluorescencia de Rayos X
por Reflexion Total (TRXRF)

En la técnica para el andlisis por TRXRF, se utilizoé 1 ml de la muestra a la que se agregé 10 wl de galio
como estandar interno. Se sembré 10 pl de la mezcla y se evaporé con reflectores de cuarzo. Los estan-
dares de referencia se prepararon diluyendo una solucién de holmio de 500 ppm, preparada a partir de
Ho,O; calcinado para asegurar la estequiometria del mismo. Los estandares fueron adicionados con igual
concentracion de galio que las muestras. Se tomaron 10 pl de cada estindar y se trataron de la misma
forma que la muestra.

Se tomaron los espectros de la muestra y de los estindares. Para la determinacion de la concentracién
de holmio se midieron los picos de holmio (LX) y galio (KX), realizando una curva de regresién por cua-
drados minimos donde la variable dependiente fue la relacién de intensidad Ho(LX)/Ga (KX) y la inde-

pendiente fue la concentracion de holmio.
m Irradiacion de las Microesferas de Polilactico

Se irradiaron las microesteras de polilactico para los andlisis in vitro usando inositol como diluyente y
protector contra la radiacion. Se hicieron pruebas en las siguientes proporciones:

* 1/3 (Microesferas/Inositol)
* 1/6 (Microesferas/Inositol)

* 1/12 (Microesteras/Inositol)
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Las pruebas se realizaron en el Reactor RA-3 del Centro Atomico Ezeiza. a un flujo de 105 niem=s
I ]

Microesferas de Albumina

Para obtener Lus microesleras se formo una emulsion de albumina de suero humano (HSA) con aceite de
oliva. Esta emulsion se calentd para desnaturalizar la HSA: La suspension luego se enfrio y se filtrd para des-

cartar las particulas que no tuvieran el rango de tamano deseado.
m Reactivos

e Aceite de oliva

o Albumina de Suero Humano al 10%; (Inmuno AG)
e n-Hexano (Carlo Erba)

o Ciclohexano (Carlo Erba)

e \letil Ftil Cetona (Dorwil)

= Preparacion

En un vaso de precipitados de 600 ml se colocaron 200 ml de aceite. El vaso se sumergioé en un bane
de glicerina y se agrego un agitador mecdnico (agitando el aceite). La agitacién se inicié a 800-900 rpm
v ose comenzo a agregar la solucion de HSA con una jeringa gota a gota (3.2 ml). Terminado el agre-
gado s¢ comenzo ¢l calentamicento hasta 140-160 °C en un intervalo de 40 minutos, Se mantuvo esa
temperatunt por una hora, Transcurrido ese Lupso la suspension se enfrié a temperatura ambiente y se
diluyd con 200 ml de n-hexano. La suspension obienida se paso por una malla filtrante (75 pm). Las
particulas se favaron, sucesivamente, con 100 nil de ciclohesano, 100 ml de etanol v 100 ml de meti-
letileetona (MEC).

m Control del tamano en frio

se realizo utilizando un microscopio Optico con ocular micrométrico. También se obtuvieron imagenes fo-

tograficas de microscopia electranica de barrido,
m Marcacion con #¢Ho
L marcacion se realizo ¢n 2 pasos:

s Preparacion del complejo 'Ho-citrato
En un frasco con blindaje adecuado se mezclaron 15 mg de acido citrico con 1 ml de '“Ho en HCL 0,1 N,

hasta disolucion. Se dejo por una hora para la estabilizacion del complejo.

» Marcacion

Se suspendicron 20 mg de microesferas en 1 ml de agua destilada, se agregd una gota de solucion 100 de
Tween 80. Se colocd el frusco en un blindaje v se agrego 50 pl del complejo '““Ho-citrato. Se dejo por 30
minutos: en ¢ste lapso se agito en vortex cada 3 minutos. Se agrego -+ ml de solucion fisiologica v se cen-
trifugd. Se volvio a lavar con otros 1 ml de solucion fisiologica. Se midio la actividad del sobrenadante v

del pellet. Finulmente. s¢ resuspendio en 4 ml de solucion fisiologica.
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e Control del tamafo en caliente

La solucién radiactiva se paso por una serie de membranas filtrantes de Nylon (MSI inc.), de tamano de-
creciente de poro:

10058060 ; 40.; 50520 ; 10; 5 5 1,2 pm

de la siguiente manera: 1 ml de la suspension de microesferas se filtré por la primera membrana y se re-
cogio el filtrado en un frasco (colocado dentro de un blindaje adecuado). Se lavo la membrana con 1 ml de
agua y se recogio en el mismo frasco. Se paso al siguiente filtro el contenido total del frasco y se procedié
de la misma manera que con el primer filtro. De esta manera se siguio hasta el filtro de menor tamano.

Se midieron todos los filtros y todos los frascos, la suma total represento el 100% de la actividad y asi se

obtuvo el porcentaje para cada filtro.
a Control de estabilidad

En las pruebas de estabilidad se analizo la liberacion del racionucleido de su unién con la particula. Para
esto se reservo la preparacion y a 24 h, 48 h y 72 h, se volvio a centrifugar y se midio el sobrenadante y
el pellet. Se lavo con solucion fisiologica y se volvio a centrifugar; se midio el sobrenadante y el pellet.

Toda la actividad debe permanecer en el pellet, no debe haber ninguna liberacion de actividad al so-
brenadante (estabilidad del 100%).

= Hidroxiapatita (HA)

Las particulas de HA son preparadas por reaccion de nitrato de calcio y fosfato de amonio a pH elevado.
Se forma un precipitado voluminoso, se lo separa por decantacion y se lo lava con agua caliente, se seca
a 150 °C y luego se deja una hora a 240 °C para remover el nitrato de amonio. Se realiza un fuerte ca-

lentamiento a 800 °C por una hora.

m Reactivos

e Nitrato de calcio tetrahidratado (Riedel de Haén)
e Fosfato acido de diamonio (Berna)

* Agua bidestilada

e Tween 80

m Preparacion

e SolucionA : se disolvio el nitrato de calcio (2,35 g) en 9 ml de agua destilada, se llevé a pH 12 con amo-
niaco y se completo a volumen final de 18 ml con agua destilada.

e Solucion B : se disolvio el fosfato dcido de amonio (0,79g) en 17 ml de agua destilada y se llevo la solucion
a pH 12 con amoniaco. Se diluyo con agua destilada hasta un volumen final de 27 ml con agua destilada.

Se sometio la solucion A a una intensa agitacion, mientras se anadio la solucion B gota a gota muy len-
tamente. Se formo un precipitado blanco, se calenté a 100 °C por 10 minutos y se dejo reposar toda la

noche. Al dia siguiente sc filtré con ayuda de un embudo Buchner y se lavé el precipitado con agua ca-
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liente. Se paso el filtrado a una capsula de porcelana y se seco en estuta a 150 °C. Luego se calenté a 220
°C por una hora, para liberar el nitrato. Finalmente se calenté en mutla a 800 °C por una hora .

= Control del tamafio en frio

El rango de las particulas se estudio utilizando un microscopio optico con ocular micrométrico.

= Marcacion con 6Ho

Se realizé en forma similar a la marcacion de microesferas de albimina,

u Control de tamario en caliente

Se realizo en forma similar al efectuado en microesferas de albumina.

= Control de estabilidad

Se realizo en forma similar al efectuado en microesferas de albtimina.

m Estudios en Modelo Animal

Los estudios en animales se dividieron en:

* Retencion en ratas

e Retencion en conejos normales

¢ Biodistribucion en conejos con artritis experimental

Induccion de artritis reumatoidea en animales de experimentacion

El modelo de artritis antigeno inducida es utilizado para inducir la enfermedad en conejos blancos New
Zealand. Estos animales exhiben una condicion muy similar a la artritis reumatoidea humana por un pe-
riodo de por lo menos 30 semanas. Se produce una inflamacion sinovial, ocasionando hipertrofia y la
destruccion del cartilago.

Los materiales utilizados fueron:

¢ Conejos blancos New Zealand, con un peso entre 2,5-3 kg.

¢ Ovoalbumina disuelta en solucion fisiologica, esterilizada por filtro Millipore de 0,45 pm y liofilizada.
» Adyuvante completo de Freund (Mycobacteritm butiricum en aceite de parafina).

Para su uso, la ovoalbimina fue primero disuelta en solucion fisiologica, esterilizada por filtro millipore
de 0,45 pm vy liofilizada; luego fue reconstituida con agua destilada estéril hasta lograr una concentracion
de 20 mg/ml. Esta solucion de ovoalbamina fue emulsionada con igual volumen de Adyuvante de Freund,

con lo cual quedo una concentracion final de 10 mg/ml.

Catorce conejos fueron sensibilizados con 1 ml de esta emulsion, dividido en 5 inyecciones intradérmicas de

0,2 ml cada una, administradas entre las escapulas. A las tres semanas se repitié el programa de sensibilizacion.

V. Perevra Molive. M. G. Argiivles - Desarrolle de Particulas Radinmarcadas con Aplicacion 2n Medicina Nuclear 19



Después de otras 3 semanas los animales fueron sometidos a un ~ Skin Test * que se realiza para verifi-
car que los animales estén sensibilizados a la ovoalbimina, Para esto, se preparo una solucion de ovo-
albtimina con una concentracion de 1 mg/dL se administré 0,1 ml en ¢l margen del pabellén auditivo de
cada concjo. a4 4 em deldpice de la oreja. Se midio el calibre de la oreja en el lugar de inyeccion y la tem-
peratura rectal. Al dia siguiente se realizaron lis mismas mediciones. Los conejos que fueron sensibili-
zados debieron presentar una papula en el lugar de inveccion como reaccion a la ovoalbimina, los conejos

que dieron el test positivo se incluyeron en el experimento.

Se dividieron los animales en 2 grupos:

» Grupo Control: S¢ indujo la respuesta sinovial en L rodilla del animal para observar el desarrollo de la
entermedad.

* Grupo Experimentacion: Se indujo la respuesta sinovial en la rodilla del animal y se inyecta el radio-

tarmaco para evaluar la liberacion de la rodilla enferma.

En 17 rodillas de animales pertenecientes a ambos grupos, se inicio la respuesta sinovial, para esto, cada
animal sensibilizado recibio por via intra-articular en la rodilla, una inyeccion de 0.3 ml de ovoalbumina
(10 mg/mb). El resto de rodillas se dejaron sanas, sin sensibilizacion, para tenerlas como control de la
evolucion normal del animal, El avance de la patologia se evalué por medicion del calibre de la rodilla,

enrojecimiento. hinchazon y cambio de temperatura en la arriculacion.
m Estudios de retencion del radiofarmaco en animales de experimentacion

e En conejos

Para evaluar la retencion del radiofirmaco en rodilla, se hizo una inyeccion intra-articular de 0,3 ml del
radiofirmaco en la rodilla derecha del animal enfermo. A las 4 y las 24 horas se obtuvieron imigenes en
camara gamma usando un colimador de alta resolucion (se midieron 300000 cuentas con una matriz de
pixels de 128 x 128).

» En ratas

La biodistribucion del ""HoCly y del radiofirmaco se realizé en ratas cepa Wistar, con un peso de 200 —
300 g. S¢ dividieron a los animales en 2 grupos:

Grupo 1: se inyectd ""“HoCly en la rodilla derecha de la pata trasera

Grupo 2: se inyecto ""Ho-FHMA.

A 24,48 y 72 horas se¢ hizo una biodistribucion, método utilizado en laboratorio para conocer la distri-
bucion bioldgica del radiofirmaco que estamos probando. Se tomaron muestras de sangre por puncién
cardiaca, higado, bazo, estomago, intestinos, vejiga urinaria, rinones, pulmones. Se midié la actividad de
cada organo en un calibrador de dosis, y el porcentaje de retencion en la articulacion se obtuvo por di-
ferencia de la actividad en la articulacion v la suma de la actividad del resto de los drganos. Se hicieron

los respectivos caleulos de decaimiento para cada caso.
Resultados
m Estandarizacion de la técnica de obtencion de Macroagregados de Hidroxido Férrico

Con las téenicas 1. 3 v 4 se obtienen particulas con timanos de 5 wm - 40 pm. los cuales se¢ acercan al ta-
mano optimo. Con la téenica 2 se obtuvieron particulas con tamanos de 40 - 60 pum.
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La téenica 2 se descarto porgue el tamano de particulas obtenido excedia el tamano deseado. Con las
otras 3 técnicas se hicieron pruebas en fiio. pasando la suspension de particulas por un sistema de filtros
en tindem, la medicion se hizo por pesada y finalmente se ¢ligio la téenica 1 para el desarrollo de los
macroagregados de hidroxido térrico por presentar menor porcenaje de particulas de tamano mayor al

requerido que las obtenidas con L téenica 3.
w Preparacién de '®Ho-Macroagregados de Hidroxido Férrico

Se prepararon las particulas por coprecipitacion del '"*Ho v el sulfato terroso, utilizando la téenica ele-

gida en las pruebas realizadas en frio.

Siguiendo la coprecipitacion inicial del hidroxido férrico, se¢ observe que la actividad incorporada en el
precipitado fue del 98 Y, después de la resuspension con PVP y la centrifugacion, mas del 90 % de la ac-
tividad estaba en el precipitado y el restante 10 % quedo en la solucion remanente. Una segunda resus-
pension y centrifugacion no reduce la actividad en el precipitado. El procedimiento total llevo alrededor

de 30 minutos, con un rendimiento final mayor al 90%.
m Control de tamafio en caliente

Se realizé con el sistema de filtros en tinden; mas del 90 % de las particulas se encuentra en un rango

de tamano de 20 micrones.
m Control de estabilidad

Las pruebas de estabilidad se realizaron a 24, 48 y 72 horas, post — preparacion. El pellet fue resuspen-
dido. centrifugado y medido: ¢l precipitado se mantuvo estable v no se perdié actividad en el sobrena-

dante hasta las 72 horas después de la preparacion.
m Preparacion de microesferas de dcido poli L-lactico

Se realiz6 una prucha inicial de preparacion de las microesferas sin la incorporacion del holmio, con el
objetivo de estandarizar ki téenica de preparacion de Jas microesferas y observar su formacion por mi-

croscopia optica.

Se disolvio el acido polilictico en cloroformo y fue anadido lentamente a la solucion de alcohol polivi-
nilico; se cuidé mucho la parte de la evaporacion, ya que es un paso importante para la formacion de las
microesteras. Primero se realizo la evaporacion a baja temperatura y luego se estandarizé la evaporacion
a temperatura ambiente en el evaporador rotatorio, cuidando que no quedara nada de cloroformo en la

solucion. porque se podian redisolver las microesferas y bajar ¢l rendimiento.

Una vez que sc alcanzo la formacion correcta de las microesferas, se procedio a la preparacion de las

mismas con el complejo 'THo-AcAc.

Se procedio primeramente a la disolucion del Ho,O3 en HCL, cuidando en todo momento el pH del pre-

parado para evitar la precipitacion de Ho(OH) s,
Una vez obtenido ¢l complejo MSHo-AcA¢, se hizo La prucha de disolucion en cloroformo; hubo disolucion
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completa por lo tanto se procedio a la preparacion de las microesferas siguiendo la técnica detallada en Meto-

dologia,

Se obtuvieron las microesteras de polilictico con un rendimiento de 54 %.

Control de tamafio en frio

El control de tamano se realizo por microscopia éptica utilizando las microesferas de polilictico sin irra-

diar; el tamano de las microesferas en un 90 % no sobrepasé los 20 wm, tamano ideal para nuestro pro-
posito. Una fotografia de las microesferas puede observarse en la Figura 2.

—100pm
Microesferas de acido polilactico - Ho

Figura 2. Microesferas de Polilactico (Fotografiadas en Microscopio de Barrido Electronico)

m Determinacion de la concentracion de Holmio en las Microesferas por Fluorescencia de Rayos X
por Reflexion Total (TRXRF)

Para la determinacion de la concentracion de holmio en las microesferas, se dividio la muestra en 2 partes:

1 Parte solida: Microesferas de Polilactico
2 Parte Liquida: Sobrenadante

Con cada una de ellas se realizaron espectros para la determinacién de la concentracion, se midieron los

picos de holmio (muestra) y galio (estindar) y se determinaron las concentraciones.

El espectro de las microesferas de polilactico se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Espectro de la muestra 1 realizado por TRXRF
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Los resultados de las mediciones en los espectros se indican en la Tabla 2.

Tabla 2. Resultado de las mediciones realizadas por TRXRF

Muestra ppm de Holmio Concentracion de Holmio (%)
Muestra 1 60 75
Muestra 2 20 25

Como observamos en la tabla, nuestra muestra tiene un 75% de holmio incorporado en las microesferas;

el restante 25% quedo en ¢l liquido sobrenadante.
s Irradiacion de las microesferas de polilactico

La irradiacion se realizé en el reactor RA-3 del Centro Atémico Ezeiza a un flujo neutrénico de 101 n/cm?s.
Para proteger a las microesferas de la radiacion se utilizo Inositol como diluyente , primero en una pro-
porcién de 1/3 (Microesferas/Inositol) y se las irradié por 6 horas. Se obtuvieron malos resultados, ya
que todas las microesferas se fundieron en ¢l can de irradiacién; se prob6 entonces con dos proporcio-

nes mds, 1/6 y 1/12, las cuales tuvieron el mismo tiempo de irradiacion.

Con la proporcion 1/6 la masa recuperada fue del 24 % y el color cambié a marrén, con la proporcion
I )

1/12 la masa recuperada fue de 73 % y tambi¢n cambi6 a color marrén.
Los resultados obtenidos de las irradiaciones fueron los siguientes:

e Primera Irradiacion

A los 5 dias post-irradiacion, s¢ observaron los siguientes picos gamma:
82Br: 221.5; 554,2; 619,3; 698.0; 776,4; 827,8; 1044,4; 1317 4; 1475,0
133Ba: 276,0; 302,4; 355.8; 383.8

98A0: 411,8

#Na: 1368,8

A los 12 dias post-irradiacion se encontraron pequenos picos de 3'Cr, 8¢, ©Zn y ©Co.

e Segunda irradiacion

A los 3 dias post-irradiacion se detectaron los mismos picos gamma encontrados en la primera irradiacion.
A los 13 dias post-irradiacion se encontraron pequenos picos de 3!Cr, #Br, 1Sc y “/Co.

m Preparacion de microesferas de alblimina

Se prepararon siguiendo la téenica detallada en Metodologia y se realizaron los controles necesarios.

= Control de tamario en frio

Se hizo un control de tamano en frio por microscopia Gptica, mas del 70 % de las microesferas esta en
un rango de tamano de 20 wm. Las fotograffas en microscopio de barrida electronico se indican en la Fi-
gura 4.

m Marcacion de las microesferas de albimina
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Serealizo b marcacion seguin la téenica detallada en Metodologia, esta marcacion daba unos rendimientos
muy bajos, por lo cual se hicieron pruebas variando la relacion de actividad del complejo "Ho-citrato
vl miasa de microresferas

CActiviclered e i) - Masc (012 ),

Se comenzo por una relacion en la que habia un excedente de actividad con relacion a la masa de las
microesteras, pero asi se obtenian bajos rendimientos <le marcacion: se fue bajando la actividad y au-

mentando fa masa de microesferas y el rendimiento mejord; se obtuvo un rendimiento maximo de 35%.

Micrioesferas de albimina Micrioesferas de albiimina

Figura 4 . Fotografias de las microesteras de albinuna con microse pio de barrido electronica
m Control de tamano en caliente
Se reulizo con el sistema de filtros en tindem, casi un 70 % de las particulas estaba en el filtro de 20 pm.
m Control de estabilidad

S¢ hicieron prucbas a 24, 48 y 72 horas post — marcacion; hasta las 72 horas post-marcacion se obtuvo

un 60 % de estabilidad,

m Preparacion de la hidroxiapatita

La preparacion se realizé siguiendo la técnica detallada en Metodologfa.
w Control de tamafio en frio

Se realizo por microscopia, utilizando un microscopio 6ptico con ocular micrométrico, se observo que

el 70% de las particulas presentan un tamano promedio de 20 .

m Marcacion de la hidroxiapatita

Se hicieron variaciones en la relacion actividad del complejo citrato-'Ho versus la masa de microparti-
culas. En este caso, al igual que con las microesferas de albiimina se obtenian rendimientos bajos. El ren-
dimiento maximo obtenido fue de 83%, la relacion Actividad:Masa 1:1 presenté el mayor rendimiento de

MATCACION.

o)
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m Control de tamafio en caliente
La mayoria s¢ encuentra en los filtros de 20 pm.
m Control de estabilidad

Se hicieron pruebas a 24, 48 y 72 horas de la marcacion y se obtuvo un 99 % de estabilidad hasta las 72

horas.

m Estudios en Modelo Animal

e Estudios de retencion en conejos

Se obtuvieron imdgenes en cimara gamma a 4 y 24 horas de la inyeccion. En el tiempo estudiado no
hubo liberacion de actividad desde el sitio de inyeccion.

e Estudios de retencion en ratas

Se realizaron pruebas con 20 ratas cepa Wistar a las que se les hizo una inyeccion intra-articular primero con

16HoCly y obtuvimos los valores de liberacion y retencion en articulacion que se indican en la Tabla 3:

Tabla 3. Pruebas de retencion en ratas con 9HoCl;

Porcentaje de retencion (%)

48 24,3

72 25,85

Luego se hicieron pruebas inyectando las particulas y se hicieron mediciones a las 24, 48 y 72 horas. Los

resultados se indican en la Tabla 4.

Tabla 4. Pruebas de retencion en ratas con %6Ho-FHMA

Hora Porcentaje de retencion (%)
48 100
72 100
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Conclusiones

e En la preparacion de las particulus, los materiales mas apropiados para obtener un tipo de particulas
adecuado (5-20 pm) fueron los macroagregados de hidroxido férrico y las microesferas de polilactico,

ambos con 90 % de rendimiento.

e La mejor téenica para la obtencion de macroagregados de hidroxido férrico fue la oxidacion por bur-

bujeo con aire.

e El mayor rendimiento de marcacion se presento en los macroagregados de hidroxido férrico con un
porcentaje mayor al 90 %,

e La hidroxiapatita alcanza un rendimiento de marcacion del 83 % con una relacion actividad/masa de
1:1. Las microesferas de polilactico y las microesferas de albimina presentan un rendimiento del 75 % y

35 % respectivamente.

e Los macroagregados de hidroxido férrico tienen el mayor porcentaje de estabilidad de marcacion con

respecto al tiempo (100 % a las 72 horas).

e Tomando en cuenti los parimetros de tamano de la particula, rendimiento de marcacion y estabilidad
del radiofirmaco. el material mds adecuado para el trabajo con modelos animales consiste en macroa-

gregados de hidroxido férrico.

e En las pruchas con animales, las pruchas de retencion del radiofirmaco en conejos no mestraron li-

beracion de actividad desde la articulacion a 4 y 24 horas.

e Lus pruebas de biodistribucion en ratas no mostraron liberacion de actividad en un periodo de estudio

de 72 horas.

e No existe diferencia en las pruebas de retencion del radiofarmaco entre modelos animales sanos y en-

fermos.

e Las pruehas con "HoCly en modelos animales muestran un porcentaje de retencion del 25,85 % a las

72 horas.

Discusion

En la estandarizacion de la téenica de obtencion de macroagregados de hidroxido fértico, la oxidacion
por burbujeo con aire presento los mejores resultados con un 90 % de particulas dentro del rango apro-
piado de tamano, Las otras tres técnicas presentaron un elevado porcentaje de particulas de tamano su-

perior al limite maximo requerido.
Las microesferas de polildctico presentan un 90 % de distribucion de particulas entre 5 y 20 micras. Las

microesferas de albimina tienen un 25 % de particulas con un tamano superior a 20 micras al igual que

las particulas de hidroxiapatita.
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El rendimiento de marcacion para las particulas de hidroxido férrico fue mayor al 90 % con una estabili-
dad del 100 % hasta las 72 horas. Las microesferas de polilictico presentaron un rendimiento del 75 % de
incorporacion de '“Ho. Sin embargo, después de la irradiacion se logré recuperar un 73 % de la masa
inicial. El rendimiento de marcacion para las microesferas de albimina fue del 35 % con una estabilidad
del 60 % hasta las 72 horas, finalmente las particulas de hidroxiapatita presentaron un rendimiento de
marcacion del 83 % con una estabilidad del 99 % hasta las 72 horas.

Para realizar las pruebas con modelos animales se eligio la particula con mejores caracteristicas en cuanto
al tamano, rendimiento y estabilidad. Se seleccionaron los macroagregados de hidroxido férrico como
las particulas mds adecuadas para la preparacion del radiofdrmaco por estudiar. Sin embargo, las micro-
esferas de polilactico son la segunda opcion mds interesante para posteriores estudios.

Se trabajo con modelos animales sanos y enfermos experimentalmente sin encontrar diferencia en cuanto
a las pruebas de retencion del radiofirmaco: estas pruebas se realizaron por biodistribucion y usando
una gamma cimara planar. Se realizé una prucha con 'HoCly sin particulas como control para las prue-
bas de retencion, observando un porcentaje bajo de retencién (25,83%); por lo tanto vemos la utilidad
de nuestras particulas como un medio apropiado para la permanencia del radiofirmaco en el interior de

la membrana sinovial de la articulacion de la rodilla.

Estos resultados pueden ser utilizados como un punto de partida para estudios en pacientes con un se-
guimiento clinico adecuado.
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