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Summary-The tetraphosphorus ligands, potential complexing agents for radioactive nucleides and alkali
metals cations, constitute the essential objective of this work. The study of their complexing ability of

these tetraphosphorus ligands are described.
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Resumen-Los ligandos tetrafosforados, complejantes potenciales de nucleidos radioactivos y cationes

de metales alcalinos, constituyen el objetivo esencial de este trabajo.

Ensayos de la habilidad

complejante de estos ligandos tetrafosforados son descritos.
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La sintesis de ligandos organofosforados
tetradentados y  hexadentados que
constituye el objetivo esencial de este
trabajo, se sitia en el cuadro de un nuevo
tema de investigacibn que se esta
desarrollando en nuestro laboratorio:
ligandos organofosforados con finalidad
biomédica. Vectores de Tecnecio 99m y
sustancias de contraste para la tomografia
de resonancia magnética. Debido a la
finalidad biomédica de estos temas, nos
hemos principalmente consagrado a la
investigacion de vias de sintesis que nos
permitan acceder a nuevos tipos de
moléculas  organofosforados, ligandos
potenciales de iones paramagnéticos
( Fe*, Gd*) (1,2,3,4,5) y de nucleidos
emisores gamma (Tc 99m) (6) que deben
presentar una lipofiia adaptada a la
captacién celular.

Una de las aplicaciones biomédicas de
los radioisétopos es el analisis clinico por
via externa con ayuda de técnicas
centellograficas, ésta se ha desarrollado
durante los ultimos 50 afios y constituye

23

una de las actividades esenciales de la
medicina nuclear.

El principio es simple; un nucleido
radioactivo es inyectado bajo la forma
idnica o resto de una molécula organica, o
un complejo, éste marcador se distribuye
en el conjunto de tejidos y dérganos y es
seguido por intermedio de su radiacion. Los
radionucleidos mas corrientemente usados
son los emisores gamma, ellos son
detectados en el organismo por diferentes
técnicas, una de ellas es las camaras
gamma o camaras de centellacidon que
poseen un detector fijo que indican la
reparticibn de Ila radioactividad en el
conjunto de 6rganos. Desde hace algunos
afios se estd desarrollando una segunda
generacion de marcadores biomédicos :
moléculas marcadas por  emisores
analogas a las moléculas que intervienen
en los procesos bioldgicos. Por esta razédn
las moléculas de interés biolégico son
generalmente marcadas con ayuda de
heteroatomos (7,8,9,10,11), donde los
principales son:
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El objetivo que perseguimos en este
trabajo es formar complejos apropiados,
por ejemplo de **™ Te¢, que se localicen
especificamente en los 6rganos del cuerpo
humano. La deteccién de la radiacion
gamma nos proporcionara informacion
sobre las anomalias de funcionamiento de
los procesos biologicos.

La quimica del tecnecio 99m se ha
desarrollado rapidamente a la escala de
trazas pues este nucleido reemplazara en
los préximos afios a la mayor parte de otros
nucleidos actualmente usados en medicina
nuclear. Asi, el ién pertecnetato %m 1e 0,
constituye uno de los emisores gamma
puesto en obra bajo la forma de sal de
sodio para la exploracion de la tiroides, las
centellografias cerebrales y pulmonares. El
®m ¢ es el nucleido escogido en medicina
nuclear, pues teniendo en cuenta su corto
periodo ‘de vida media (6,02 horas), su
disponibilidad y su emision gamma pura,
este nucleido esta perfectamente adaptado
sobre el plan de sus propiedades nucleares
a las aplicaciones biomédicas. Hoy en dia
se sabe que este is6topo interviene en mas
del 80 % de las técnicas de analisis clinico
fundadas sobre la centellografia.

Un estudio general publicado en la
literatura sobre los vectores emisores
gamma susceptibles de aplicaciones en el
dominio de la centellografia nos ha
conducido a la investigacion de complejos
$mre lipofilo, neutros o cargados positi-
vamente. Asi, es conocido gue ciertas
difosfinas, como la 1,2-bis (difenilfosfino)

etano(12) y la 1,2- bis (dimetilfosfino) etano
313 14) han sido usados como ligandos del
*™Tc y del renio (esquema 1).

Este complejo es bien captado por el
miocardio en el animal, en cambio el
complejo [Tc(DMPE),Cl,]* presenta por
este 6rgano un tropismo netamente inferior
en el hombre; la constante de estabilidad
del complejo es en este caso
verdaderamente insuficiente.Se  puede
esperar que compuestos tetrafosforados
aciclicos y macrociclicos 2 y 3 de talla
conveniente aumentaran de manera
notable Ila estabilidad del complejo
(esquema 2).

RESULTADOS

Sintesis de
aciclicos.

ligandos tetrafosforados

El primer objetivo de este trabajo ha sido-
realizar la sintesis de fosfinas, éxidos de
fosfina, difosfinatos y acidos difosfinicos
tetrafosforados aciclicos; pues es en efecto
plausible considerar a priori que tales
ligandos son buenos complejantes y
conduciran a complejos de la forma
reducida del "‘Tc04 mas estables que
aquellos publicados en la literatura
(12,13,14).

Hemos realizado la sintesis del acido
difosfinico tetrafosforado 84 ( acido 1, 5, 8,
12 - tetrafenil-5,8-dioxo-5,8-difosfa-1,12-
dodecadifosfinico) con rendlmlento de
80%(15). El espectro RMN*'P muestra el
nimero y las proporciones de los
diastereoisomeros para el compuesto 84

(fig.1).
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ESQUEMA 2

Complejacion de la formas reducidas de
Pertecnetato *"TcO,~ por el acido
difosfinico 84

Estos ensayos han sido realizados en los
laboratorios de la  Société  ORIS-
INDUSTRIE a Saclay - Paris.

Las reducciones del *™TcO, en
presencia del ligando, el acido difosfinico
84, han sido conducidas en las condiciones
usuales por:

- El acido formamidinosulfinico (FSA) a
temperatura ambiente y a 90°C.
- EI'SnCl, atemperatura ambiente.

El analisis por conteo muestra que el
FSA no reduce al ®"TcO,” mientras que
el SnCl, si lo reduce casi totalmente. La
mezcla obtenida después de la reduccion

ha sido inyectada al animal y la
radioactividad visualizada a la gamma
camara dos horas después de la inyeccion
venosa (i.v.). La imagen obtenida muestra
que el complejo de Tc 99m esta
esencialmente fijado en las visceras y en el
sistema o¢seo; dos horas después de la
i.v., la regién renal y la vejiga presentan
muy poca radioactividad (fig. 2). Esta
forma de visualizar la radioactividad en un
determinado o6rgano o tejido se realiza
mediante los colores. Asi por ejemplo el
color rojo indica que la radioactividad se
localiza fuertemente en un érgano, el color
amarillo (un poco de radioactividad), el
color azul (muy poca radioactividad) y el
color blanco (indica casi nada de
radioactividad).
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Figura 1 Proporeiones de los dos diasleresisomeros 2 ¥ b del acide 34 determinados por RMN mf_x%ob-mff 121,51 MHz (secuencia cuantitativa : programa Invgate)




Se puede pues concluir que el complejo
de tecnecio del acido 84, poco hidréfilo, no
es rapidamente excretado y no parece que
el complejo presente un  tropismo
suficientemente marcado con respecto a un
organo para que éste marcador tenga
interés biomédico. Por estas razones el
analisis estructural del complejo no ha sido
abordado.

Sintesis de ligandos tetrafosforados
macrociclicos.

El segundo objetivo ha sido la sintesis

de macrociclos tetrafosforados originales,
pues las moléculas fosforadas descritas en
la literatura no estan adaptadas a nuestras
necesidades. En efecto podemos preparar
complejos que presenten un tropismo
interesante, pues los ensayos descritos en
la literatura indican que los complejos de
tecnecio de la 1,2 -bis(dimetilfosfino)etano
(12,13,14) presenta un balance lipofilia-
hidrofilia aceptable en el animal y una
biodistribucion interesante.
Hemos sintetizado macrociclos tetrafos-
forados bifuncionales y tetradxidos de
fosfina macrociclicos.  Por ejemplo, la
sintesis del tetradxido de fosfina
macrociclico 96 (1,4,8,12 -tetrafenil-1, 4,
8,12-tetraoxo-1,4,8,12-tetrafosfaciclopenta-
decano) ha sido identificado por
espectrografia de masas y ofras técnicas
espectroscopicas (16). En el espectro de
masa realizado por impacto electronico se
observa para el macrociclo 96 un pico
situado a 651(M+1)", el pico molecular(M" "
= 650) y otros fragmentos son igualmente
detectados tal como 649(M-1)" (fig. 3).

Complejacion de las formas reducidas
de Pertecnetato *"TcO,~ por
tetraoxido de fosfina macrociclico 96.

La condiciones de reduccién de la
mezcla de ®™TcO,  en presencia de 96 y
en medio acuoso son idénticos a aquellas
realizadas con el acido difosfinico 84, se
obtiene resultados comparables: El SnCl;
es mejor reductor que el FSA.

La mezcla (complejot ligando +
®mTc0,” ) es inyectado al animal y la
radioactividad visualizada a la gamma

27

camara dos horas después de la inyeccion
venosa. La biodistribucion es diferente a
aquella del ¥MTc no complejado lo que
prueba la existencia de un complejo.

La imagen obtenida muestra que el
complejo de *"Tc esta esencialmente
fiado en las visceras. La forma de
visualizar la radioactividad en un
determinado 6rgano o tejido se realiza
mediante los colores  (mencionado
anteriormente) y en este caso (Fig. 4)
vemos que el complejo radioactivo se
encuentra localizado en parte en la vejiga,
también vemos que el rojo también se
encuentra en la parte renal y, en el corazon
hay muy poca radioactividad (color azul). El
tropismo no parece muy interesante y en
consecuencia el estudio estructural del
complejo no ha sido realizado.

Complejacion de cationes alcalinos por
el tetradxido de fosfina macrociclico 96.

La investigacion de complejos con

finalidad biomédica expone necesariamente
a los problemas ligados a la complejacion
de alcalinos por el ligando. En efecto la
abundancia natural en el cuerpo de los
iones Na® y K" y las perturbaciones que
ocasionan una baja de la tasa de estos
cationes implican que independientemente
del estudio del complejo, donde la finalidad
biomédica es  investigada, sean
consideradas las  complejaciones
parasitas y eventualmente perturbadoras
de estos iones.
Hemos puesto en obra como técnica de
deteccion de complejos de los iones
alcalinos, la espectrografia de masas
utilizando el bombardeo por atomos rapidos
(FAB). Este método ha sido puesto ha
punto por R.AW. Johnstone y M.E. Rose
(17,18) para otros tipos de compuestos. El
método permite una observacion directa de
la selectividad del ligando con respecto a
los diferentes cationes alcalino: Li*, Na’,
K* Rb*, y Cs® asi como también un estudio
de la concentracion del complejo en funcion
de aquel del catién. Presentamos los
resultados  preliminares que  hemos
obtenido y el estudio comparativo de la
complejacién de cationes alcalinos por el
macrociclo 96.
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Figura 2. Visualizacién de la radioactividad del complejo de Tecnecio del 4cido 84,
en los 6rganos del animal.

Figura 4. Visualizacién de la radioactividad del complejo de Tecnecio del macrociclo 96,
en los érganos del animal.
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Figura 3. Espectro de masa del macrociclo 96, por impacto electronico (70 eV) a 250 °C.

Dos soluciones de agua - glicerina
(1:2) son preparados conteniendo la una
ioduros de litio, sodio, potasio, rubidio y
césio, cada una a la concentracién 0.005 M,
y la otra del macrociclo 96 a |la
concentracién 0.005 M. Las dos soluciones
son mezcladas a volumenes iguales: en
estas condiciones los iones de
concentraciones idénticas son puestas en
competicion con respecto a una cantidad
limitada del ligando.

Uno a dos ul de esta mezcla son
puestas en la superficie de una matriz
(glicerina) y la espectrografia de masa FAB
es efectuada en las condiciones normales.

Si solo se tiene en cuenta a los
picos (LM)", es decir si no se toma en
cuenta los picos correspondientes a las
asociaciones del tipo [L+M* (Li 1),] ver de
otras asociaciones tales que [L+M™ (Li I), +
X ] (L: ligando, M" ion alcalino, X toda
molécula presente en la mezcla), se
obtiene las  proporciones  siguientes

evaluadas con respecto al pico el mas
intenso (LLi)" notado 100:(fig.5).

[ 100 oiNaTs 64 ;0 w034 ;
Rb*: 34: Cs™ 40: LH® restante: 94.

Para todos los cationes, sélo el
mas abundante ha sido tomado en cuenta.
R:A:W: Johnstone y Col. han comparado
las  proporciones  obtenidas  experi-
mentalmente a aquellas determinadas
tedricamente a partir de la constante de
estabilidad de complejos establecidas por
un método que no utiliza a la espectrografia
de masa en una serie de éteres corona:
15C5 ;18C6 ; DCH18C6 ; DB24C8 |,
C222. Ellos, asi, han demostrado que
existe a menudo, una buena
correspondencia (dos valores de los quince
propuestos divergen) entre las constantes
de estabilidad y la abundancia de los iones
(LM)".
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Figura 5. Espectro de masa de la complejacién_dévbationes alcalinos por el macrociclo 96
{(bombardeo por atomos rapidos(FAB), matriz : glicerina).

Los espectros demuestran que:

- Los complejos entre el macrociclo 96 v
los iones alcalinos se forman bien en el
solvente utilizado. Notamos que R.AW.
Johnstone indica que él no ha encontrado
diferencia en la abundancia de iones
cuando utiliza como solvente el agua o bien
mezcla glicerina - agua.

- Todos los cationes forman complejos en
particular Li* y Na', pues en la abundancia
relativa de los iones (LM)", éstos son
netamente preponderantes. Esto
corresponde verdaderamente a una buens
correspondencia entre el diametro del ciclo
y la talla del invitado. Por otra parte los
oxido de fosfina son bases duras y
podemos remarcar que los &cidos los mas
duros forman los mejores complejos.

- Del ligando que subsiste en solucion,
ninguna experiencia ha sido realizada para
determinar el coeficiente de proporciona-
lidad entre el pico del ligando y los picos de
los complejos, no es posible interpretar
cuantitativamente los datos espectrales.

- Resultado parecidos a los nuestros
entre poliéteres macrociclicos {Crown
ether) y algunos metales alcalinos

encontramos en la literatura. Estos
macrociclos tienen la propiedad de solvatar
especificamente a cationes tales como Li"
y Na’. Por ejemplo, en presencia de el
[18]-corona-6 ; el KF es soluble en benceno
y ademas el anién fluoruro actiia como un
nucledfilo bastante reactivo en varios
procesos quimicos (19), pues el ether
corona forma un complejo 20 con el catién
K"




CONCLUSIONES

-El estudio comparativo de la complejacion
de los iones 2lcalinos por el tetradxido de
fosfina 96 a Jemostrado por la técnica
FAB en espectrografia de masas que el
orden preferencial de captacién es: Li* >
Na"» Cs'> K’ yRb". La estequiometria
preferencial es 1/1: (LM)".

-Como se ha verificado experimentalmente
la biodistribucion de los complejos de Tc
99m obtenidos a partir de dos ligandos
polifenilados, el acido difosfinico 84 vy el
Tetraoxido de fosfina 96, no presentan
interés : El tropismo frente a un 6érgano no
es suficientemente marcado y el estudio
de las estructuras de los complejos no ha
sido realizado.

-La finalidad biomédica de estas
investigaciones es buscar complejos que
se localicen especificamente en el
miocardio y otros érganos del cuerpo
humano. En el caso de ligandos
fosforados tal como 12 - bis
(dimetilfosfino) etano (13,14) forma
complejo con el 99"Tc y este es bien
captado por el miocardio en el animal.
Esperamos que complejos de 99™Tc con

ligandos macrocicliclos alquilados del tipo
G (20) o ligandos derivados de acidos
grasos H cuya sintesis esta en curso en
nuestro laboratorio sean también captados
por el miocardio. Es conocido que el
metabolismo de los 4&cidos grasos
proporciona el 65 % de la energia
necesaria al miocardio y que - acidos
grasos marcados en posicién o (omega)
conel | (esquema 3) permite seguir la
captacion del acido por la célula y evaluar
la cinética de su metabolismo. Ademas
este tipo de marcador proporciona no
solamente informacion sobre la deficiencia
coronaria sino que permite detectar
igualmente las disfunciones del miocardio
(7).

-También el estudio directo de Ila
complejacion del *™TcO,” , PO,>, Ny
. etc., por las sales de tetrafosfonio
macrociclicas de tipo 1 y 103 (21) estan
en marcha en el laboratorio. Las sintesis
de otras sales de fosfonio macrociclicas
tal como el acido graso 104 estan en
curso y serviran para hacer ensayos de
complejaciéon con el *™TcO,” y otros
aniones.

Bre 4§

COOH

ESQUEMA 3
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