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Un método alternativo para determinar la pureza radioquimica de las

preparaciones de *™Tc-Tetrofosmina
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Resumen.—Este articulo describe un nuevo método de
control de calidad para determinar la pureza radioquimica
(PRQ) de las preparaciones de Tecnecio-99m-Tetrofosmina.
Los resultados de este procedimiento fueron comparados
con los resultados obtenidos mediante el método sugerido
por el fabricante del kit (método clasico), que consiste en
una cromatografia ascendente en capa fina en una tira de
ITLC/SG como fase estacionaria y utiliza una mezcla de los
disolventes acetona y diclorometano en una proporcién
35:65 v/v (Ac:DCM) como fase movil. EI método que pro-
ponemos en este articulo (método alternativo) emplea la
misma fase estacionaria pero es desarrollada en un unico
disolvente, la etilmetilcetona (EMC). Este método tiene co-
mo ventajas una mayor capacidad para la separacion del
complejo %" Tc-Tetrofosmina de las posibles impurezas
9mTcQ, y *mTcO,, un menor tiempo de desarrollo croma-
tografico y el uso de una fase mévil mas sencilla de pre-
parar para realizar el control de calidad.

PALABRAS CLAVE: Tecnecio-99m-Tetrofosmina.
Control de calidad. Pureza radioquimica.

AN ALTERNATIVE METHOD TO DETERMINE THE
RADIOCHEMICAL PURITY OF THE 99mTC-TETROFOS-
MINE PREPARATIONS

Summary.—This paper describes a new quality control
method to determine the radiochemical purity (RCP) value of
Technetium-99m-Tetrofosmin preparations. The results of this
procedure were compared with the results obtained with the
method suggested by the manufacturer of the kit (classic met-
hod), consisting in thin-layer cromatography involving the use
of a single strip of ITLC/SG as the stationary phase, and a
acetone:dichlorometane 35:65 (Ac:DCM) solvent mixture as
the mobile phase. The method that is proposed in this paper
(alternative method) uses the same stationary phase but it is
developed in a single solvent, methylethylketone (MEK). This
method has the following advantages: a better capacity to se-

Recibido: 2-6-98.
Aceptado: 1-8-98.

Correspondencia:
F VEGA
Seccién de Medicina Nuclear
Hospital Son Dureta
Andrea Doria, 55
07014 Palma de Mallorca. Espafia

Rev. Esp. Med. Nuclear, 1999;18:94-98

parate the %mTc-Tetrofosmin complex from °mTcO, and
9mTcQ, impurities, a faster chromatographic developing time
and the use of a single solvent in the quality control.

KEY WORDS: Technetium-99m-Tetrofosmin. Quality
control. Radiochemical purity.

INTRODUCCION

El complejo catiénico [*™Tc(Tetrofosmina),O,]*,
donde la tetrofosmina es el ligando 1,2-bis[bis(2-eto-
xietiDfosfinoletano!, es usado en medicina nuclear
clinica principalmente para los estudios de perfusion
miocérdica?, ademds de para otras indicaciones
como son las patologias tiroideas?, paratiroideas®, etc.
Al igual que sucede con otros radiofdrmacos marca-
dos con #"Tc, el pertecnetato (*TcOy) o el ™ Tc re-
ducido e hidrolizado (**"TcO,) pueden estar presen-
tes en la preparacion de *™Tc-Tetrofosmina>®. Para
detectar la presencia de estas impurezas radioquimi-
cas y cuantificarlas, el método de control de calidad
clasico recomienda el uso de una cromatografia en
capa fina mediante la utilizacién de una tira de
ITLC/SG desarrollada en una mezcla de acetona y di-
clorometano en proporcién de 35:65 v/v (Ac:DCM)
como solvente de desarrollo, presentando este tltimo
el inconveniente de ser téxico’. Otra desventaja del
método clésico es que la proporcidn de esta mezcla
de disolventes debe mantenerse constante para poder
realizar el control de calidad siempre en las mismas
condiciones, con la finalidad de que los resultados que
se obtengan sean fiables y reproducibles, y puedan
ser comparados entre si. Sin embargo, el hecho de que
el diclorometano tenga un punto de ebullicion bas-
tante bajo (40° C) permite su rdpida evaporacion, por
lo que la mezcla tiene que ser preparada frecuente-
mente, practicamente a diario; ademds, la ficil eva-
poracién de este disolvente incrementa el riesgo de
toxicidad por inhalacién. Por otra parte, el método
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clasico adolece de requerir un tiempo de desarrollo
elevado para la realizacién de la cromatografia (al-
rededor de 15-17 minutos). Pero la principal des-
ventaja de dicho método reside en su menor capaci-
dad para la separacién de los picos cromatograficos
correspondientes a las especies *"Tc-Tetrofosmina y
#mTcOy . Por lo tanto, el propdsito de este estudio es
desarrollar un método cromatogréfico de mayor re-
solucion, y que a la vez sea mds sencillo, rapido y se-
guro en la determinacion de la pureza radioquimica
de las preparaciones de **Tc-Tetrofosmina.

MATERIAL Y METODOS
Preparacién del *"Tc-Tetrofosmina

El complejo *™Tc-Tetrofosmina fue preparado de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante®. Para
ello, entre 4,4-8,8 GBq de *™Tc como pertecnetato s6-
dico (obtenido no hace mds de 2 horas de la eluccién
del generador y cuya eluccion previa se produjo no
hace mds de 24 horas) contenidos en un volumen de
4-8 ml de solucién salina fisiolégica (concentracién
radiactiva = 1,1 GBg/ml), fueron afiadidos al kit co-
mercial (Myoview®, Amersham Healthcare) que
tiene la siguiente composicion: 0,23 mg de Tetrofos-
mina, 30 ug de cloruro de estafio dihidrato, 0,32 mg
de sulfosalicilato disédico, 1,0 mg de D-gluconato s6-
dico y 1,8 mg de bicarbonato sédico. A continuacidn,
la mezcla se agit6 durante unos segundos para disol-
ver el liofilizado y finalmente se dejo reposar durante
15 minutos a temperatura ambiente para inmediata-
mente tomar las muestras del control de calidad.

Preparacion de los blancos de *"TcOy, y #™TcO,

El *"TcO, fue eluido directamente de un genera-
dor de **Mo/*™Tc (Amertec II®, Amersham Health-
care) con una actividad nominal de 20 GBq de 9Mo
y con una concentracion de i6n Al* inferior a 10 ppm.

E1*"TcO, fue preparado reduciendo *"TcOy4 con ién
estannoso a pH > 5 en ausencia de agentes complejan-
tes o quelantes. Para este propdsito, 10 ul de una diso-
lucién de estaiio (II) (obtenida disolviendo 10 mg de
SnCl,*2H,0 en 2 ml de HCI concentrado) fueron aiia-
didos a 3 ml de solucidn salina fisiolgica conteniendo
740 MBq *™TcOy. A continuacién, el pH fue neutra-
lizado lentamente hasta un valor de 7 con NaOH IN.
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Métodos radiocromatograficos

El andlisis radioquimico y la determinacién de la
PRQ de las preparaciones de *™Tc-Tetrofosmina fue-
ron realizadas empleando dos métodos cromatogra-
ficos: el método clisico (ITLC-SG/Ac:DCM) y
nuestro método alternativo (ITLC-SG/EMC).

Método A - ITLC-SG / Ac:DCM (Método Cldsico)

Se sembraron con jeringa de 1 ml. y con aguja de
23G aproximadamente unos 10 pl de la especie a ana-
lizar (**"Tc-Tetrofosmina, "TcO4 6 *TcO,) a una
distancia de 3 cm (punto de siembra) de la parte in-
ferior del soporte cromatogréfico consistente en tiras
de fibra de vidrio impregnadas con silicagel (ITLC-
SG de Gelman Sciences) con un tamafio de 20 x 2
cm. Evitando el secado de la mancha, las tiras fue-
ron desarrolladas a lo largo de una distancia de 15 cm
por encima del punto de siembra en Ac:DCM como
solvente de desarrollo. Una vez que se alcanzé el
frente de disolvente las tiras fueron secadas al aire con
objeto de permitir su posterior manipulacién.

Para determinar el perfil de actividad de cada es-
pecie a lo largo del cromatograma, las tiras fueron
cortadas en fracciones de 0,5 cm y contadas en un
contador automdtico de radiacién gamma de tipo pozo
(1480 Wizard de EG & G-Wallac).

Para la determinacién rutinaria de la PRQ del
9mTe-Tetrofosmina, las tiras se cortaron en tres frac-
ciones a 3 y 12 cm desde el punto de siembra de las
mismas (Fig. 1). Cada fracci6n fue contada por se-
parado en un calibrador de dosis (Atomlab-200), y el
porcentaje de radiactividad de cada una de ellas fue
calculado. La parte central de las tiras debe poseer una
actividad superior al 90% para poder emplear la pre-
paracion.

Método B - ITLC-SG /EMC (Método Alternativo)

De manera similar al procedimiento operativo del
método clésico, se sembraron unos 10 pl de ™Tc-Te-
trofosmina, #"TcO4 6 *™TcO, a una distancia de 2
cm de la parte inferior de varias tiras de ITLC-SG (18
X 2 cm), y se permitié que el disolvente empleado,
(EMC) alcanzara una distancia de 12 cm desde el
punto de siembra, dejando a continuacién que las ti-
ras se secaran al aire.
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METODO A
Frente 2 cm METODO B
99m . 3
TeOs o Frente 4 cm
PmTcOy 2 cm
9mTcOy 9 cm
Tetrofosmina
9mTcO, 7 em
Tetrofosmina
99mTc02 3cm
Wm0, 3em
L O—
Siembra 3cm e O
Siembra 2 cm

FiG 1.—Distribucion de la actividad en los cromtogramas para las
especies #"TcO,, *"Tc-Tetrofosmina 'y *"TcOy4 segiin ambos cro-
matogrdficos utilizados (la representacion no estd a escala).

Con fines de obtener los perfiles cromatogréficos
de las especies, las tiras fueron cortadas en fraccio-
nes de 0,5 cm y contadas en el mismo contador
gamma de tipo pozo anteriormente citado.

Para la determinacion rutinaria de la PRQ de las pre-
paraciones del ™ Tc-Tetrofosmina, las tiras fueron cor-
tadas en tres piezas a 3 y 10 cm desde el punto de siem-
bra de las mismas (Fig. 1). Cada una de las tres
fracciones fue contada por separado en un calibrador de
dosis (Atomlab-200), y se calcul6 el porcentaje de ra-
diactividad de cada fraccién, no debiendo aceptarse con
fines diagndsticos aquellas preparaciones que no tengan
un minimo del 90% de actividad en la parte central.

RESULTADOS

Se representaron y analizaron 15 perfiles de cada
especie "Tc-Tetrofosmina, *"TcO, y *"TcO, en
cada uno de los dos sistemas cromatograficos em-
pleados, determinando a continuacién el intervalo de
Rf de cada compuesto en base a los datos obtenidos,
eligiendo para ello unos intervalos alrededor del pico
central en los que hubiera un minimo del 90% de la
radiactividad total de la tira respectiva. Se analizaron
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FIG 2.—Representacion semilogaritmica de los perfiles cromato-
grdficos obtenidos en una de las pruebas para las especies *"1cO,,
9mTe-Tetrofosmina y " TcOy segiin ambos sistemas cromatogrdficos.

15 muestras de una misma preparacién de cada una
de las sustancias a analizar con el fin de eliminar las
variaciones que resultarian de comparar muestras di-
ferentes. La figura 2 muestra un perfil representativo
de las tres sustancias para ambos sistemas y fue ob-
tenida superponiendo los picos de cada una de las es-
pecies en cada sistema utilizado (nétese que los per-
files estén representados en escala semilogaritmica).

Una vez determinados los valores de Rf para cada
sustancia, se eligieron las lineas de corte de las tiras
para poder estandarizar las técnicas cuando se tengan
que realizar los controles de calidad rutinarios de las
preparaciones del radiofdrmaco. En el caso del mé-
todo cldsico, estos valores de corte son los especifi-
cados por el fabricante en el prospecto del Kit.

Las principales caracteristicas de ambos métodos
quedan reflejadas en la tabla I. Los resultados ob-
tenidos indican que en el método A, el intervalo de
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Tabla I
CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE AMBOS METODOS
CROMATOGRAFICOS
Método Método
cldsico alternativo
Fase estacionaria! ITLC-SG ITLC-SG
Fase mévil Ac:DCM? EMC?
Distancia de desarrollo 15 cm 12 cm
Tiempo de desarrollo 15 min 10 min

Intervalo de Rf de los perfiles cromatograficos:

» ¥mTe-Tetrafosmina 0,40-0,70 0,54-0,83

o PmTeOy 0,70-1,00 0,83-1,00

o 9mTecO, 0,00-0,10 0,00-0,13
Intervalo de Rf de las piezas de corte de las tiras:

» 9mTc_Tetrofosmina 0,20-0,80 0,25-0,83

o PmTeOy 0,80-1,00 0,83-1,00

* PmTcO, 0,00-0,20 0,00-0,25

'Tiras de fibra de vidrio impregnadas de silicagel (Gelman Sciences).
?Acetona: diclometano 35:65 v:v. 3Etilmetilcetona.

Rf del *™TcO, segiin su perfil cromatografico es
mayor que el intervalo de Rf del *™TcO, en la pieza
correspondiente de la tira en el método B (0,70-1,00
frente a 0,83-1,00). El *"TcO, es por lo tanto me-
jor separado con el método B que con el método cl4-
sico y ademads se eluye en un pico mds estrecho, lo
que confiere al método alternativo una mayor reso-
lucién en la separacién de las especies. Ademads,
puede comprobarse a la vista de los resultados de
la tabla que los valores de corte de las tiras pro-
puestos por el fabricante para su método de control
de calidad no son coherentes con los perfiles de ac-
tividad obtenidos, ya que segtin éstos se observa que
parte de la radiactividad del *"TcO, aparece en la
pieza de la tira correspondiente al *™Tc-Tetrofos-
mina, lo que conlleva a que a la hora de realizar el
control de calidad rutinario de la preparacion ra-
diofarmacéutica se sobreestime la PRQ del *"Tc-Te-
trofosmina a expensas del "TcQ,’, subestimandose
el porcentaje de esta impureza en la preparacion.
Aparte de esto, en nuestra experiencia diaria hemos
encontrado que en un 10% de las pruebas el inter-
valo de Rf descrito para el complejo en el método
A (0,40-0,70) se desplaza hacia el frente de disol-
vente (resultando un intervalo de Rf = 0,60-0,85),
con lo cual la separacién entre el complejo y el
PmTcO4 es mds dificil, llegando incluso a veces a
estar tan desplazado que el pico correspondiente al
#mTe-Tetrofosmina se superpone al pico del ®mTcOy.
En este caso, puede darse la situacion de que al ha-
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cer el control de calidad rutinario de algunas pre-
paraciones radiofarmacéuticas con una PRQ ade-
cuada, estas tengan que ser desechadas por no ob-
tenerse en la parte central de la tira la minima
riqueza recomendada.

Si bien los comentarios mas notorios de la com-
paracion entre ambos métodos se refieren a la sepa-
racion entre el complejo y el pertecnetato, no hay
practicamente diferencias significativas que comen-
tar en lo que respecta a la separacién entre el *"Tc-
Tetrofosmina y la otra impureza, el " TcO,, dado que
los resultados de ambos métodos son similares. Si
acaso, decir que el método alternativo ofrece ligera-
mente una mayor capacidad de separacion de los res-
pectivos picos cromatograficos.

Por otra parte, en lo que se refiere al tiempo de de-
sarrollo cromatografico, hay que sefialar que en nues-
tro método alternativo el tiempo se reduce un 30% con
respecto al método cldsico (10 minutos frente a 15-17
minutos). El tiempo necesario para lograr los resulta-
dos del control de calidad es por tanto también reducido.

Para terminar, se estudiaron la precisién y la re-
producibilidad de los resultados de la determinacién
rutinaria de la PRQ obtenidos con ambos métodos,
chequeando para ello 15 muestras de la misma pre-
paracion radiofarmacéutica anteriormente utilizada
para el estudio de los perfiles de actividad. En la ta-
bla IT queda reflejado que el método alternativo es méas
reproducible en base a que presenta una menor des-
viacién estdndar, debido principalmente a que no
existe el desplazamiento del pico del complejo con el
frente de disolvente encontrado para el método cldsico.

CONCLUSION

El principal problema del método clésico reside en
el desplazamiento sufrido por el pico cromatografico
correspondiente al complejo, fenémeno observado
aproximadamente en un 10% de los ensayos realiza-

Tabla II

DETERMINACION DE LA PRQ PARA EL COMPLEJO
%mTC-TETROFOSMINA SEGUN LOS DOS SISTEMAS

EMPLEADOS
Sistema cromatogrdfico % Pureza radioqut’mica‘
Meétodo clasico 94,3 +5,4
Método alternativo 95,7 +2,2

Datos expresados como media + DE de 15 medidas.
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dos con este método. Si intentamos dar una explica-
cién cientifica a este hecho, lo que tenemos que hacer
en primer lugar es recordar que en cromatografia, el fac-
tor de retardo (Rf) de una sustancia en un sistema de-
terminado es una caracteristica inherente a la misma
que debe ser siempre tnico si los ensayos que se lle-
van a cabo son realizados siempre en las mismas con-
diciones para un mismo soporte cromatografico y una
misma fase mévil. En nuestra experiencia, todas las
pruebas realizadas se hicieron en paralelo con lo cual,
variables que pudieran influir en los resultados como
son temperatura y humedad son descartadas a la hora
de valorar los mismos. Ademds, todas las muestras de
9mTe-Tetrofosmina analizadas provenian de una misma
preparacion radiofarmacéutica. A la vista de estos an-
tecedentes, no parece 16gico que un 10% de las prue-
bas muestren el desplazamiento del pico del complejo
que ya se conoce, siendo la tinica causa que pudiera
justificarlo las posibles variaciones existentes en la pro-
porcién de la mezcla de disolventes empleada como
fase movil. Este problema se soluciona si la mezcla se
prepara inmediatamente antes de realizar el control de
calidad. Sin embargo, hay que reconocer que en la prac-
tica, mucha gente no realiza esta operacion bien por
descuido o bien por comodidad. En consecuencia, mu-
chas veces nos encontraremos con controles de calidad
del ¥mTc-Tetrofosmina que no alcanzan el minimo de
PRQ recomendado por el fabricante para su uso diag-
néstico y no estaremos en condiciones de afirmar si esto
ha sido motivado realmente por un problema en el mar-
caje del kit que originaria un mal estado del radiofar-
maco o si por el contrario ha sido debido a un control
de calidad que no se ha efectuado en las condiciones
optimas. Esto conllevaria, en el mejor de los casos, a
tener que repetir el control de calidad, desembocando
en una demora en la administracién de la dosis y en la
consecuente exploracion, o quiza en la necesidad de te-
ner que marcar un nuevo vial frio, lo que aumentaria
la dosis de radiacion para el personal encargado de pre-
parar el radiofdrmaco y el coste del estudio.

Asi pues, el método clasico no nos permite deter-
minar si la eficiencia de marcaje del kit no es la minima
recomendada, ya que nos hace dudar entre si realmente
ha ocurrido un fallo en el marcaje o por el contrario ha
existido un error en el método cromatogréfico.

El sistema ITLC-SG/EMC proporciona por lo tanto
un método de mayor resolucién, mas rapido, simple
y seguro para determinar la PRQ de las preparacio-
nes de ®mTc-Tetrofosmina en cualquier laboratorio.
Ademds, los resultados de este método, aunque son
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comparables a los obtenidos con el método clasico en
muchas pruebas, presentan una mayor reproducibili-
dad y fiabilidad.

También es importante puntualizar que el método
clasico no es recomendable en un drea abierta, y re-
quiere el uso de una campana de humos debido a los
reconocidos efectos téxicos del diclorometano. La
EMC es un solvente menos toxico’. Ademas, su su-
perior punto de ebullicién (79° C) reduce la toxici-
dad de este disolvente por inhalacion.

En resumen, el método propuesto en este articulo
ofrece las siguientes ventajas: una mejor separacion de
la impureza ¥"TcO, que conlleva una mayor resolu-
¢ién, un menor tiempo de desarrollo que se traduce en
una disminucién del tiempo requerido para lograr los
resultados del control de calidad y el uso de una fase
mévil mas sencilla de preparar (un tnico disolvente) y
segura de manipular (disolvente con menor toxicidad).
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