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El presente invento se refiere a un método de
prepurar derivados de la serie de la fluorescelna marcados
con isétopos radiocactivos del mercurio.

Bn la memoria de la patente esporiola mimero 345.345
ge describen log métodos para preparar derivados de mercu~
rio divalente que ge derivan de compuesios dae la serle de
fluoresceina marcados con log isétopos de mercurio Hg}97 h'4
Hg 203, los cuales derivados son apropiados para la gplica-
¢i6én clinica, mas particularmente para diagnosticar tejidos
somdticos modificados quimicamente, Como materisles de par-
tida para la vreparacién de dichos compuestos hidroxi-mer-
curizados, se han empleado usualmente algunos derivados de
fluoresceina comerciales que contienen ademds elgunas otrces
componentes de mezcla usuales, gue provocan la contamina-
cibn de los preparados hidroxi-mercurizados con un cierto
nimero de subproductos indeseables. Aparte de ésto, la
reacoién de mercurizacién por si misma se desarrolla no
solo hasta la primera ebapa, sino ineluso nasta la segunda
etapa en clerta extensién, el cual hecho puede resultar un
menantial de subproductos adicionales. Estos Wltimos no
pueden ser separados préciticamente en procedimientos coanven-
cionales de cristalizacidn, especialmente si se utilizan
preparados radioactivos, que tienen una alta actividad es-
pecifica, en cantidades de partida muy pegquefias, que ascien-
den usualmente a solamente varias decenas de miligramos.

Los antedichos componentes de mezcla, especialmente un re-=
giduo de mercurioc combinado ionicamente, gue no ha reaccio-
nado, puewe vrovocar una toxicidad variable en el producto
final, la cual propiedad ha sido descrita en comnexién con

un preparado farmacéutico comercial "Mercurocromo! utilize—
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do en el pasado. /J.l.Burn, G.K.sphiok, Quart.J.Pharm.Phar-
macol.3, 177 ~ 1930; u.A.Kitchell: Quart.d.Pharm,Pharmacol,
4, 320 - 1931; R.Wien, G.w.Philips: Quart,J.PharmoPharma—'
col. 18,~ 1945; Eo.A.Gohar: J.Roy.sgyptian Med.Assoc. 20,
175 - 1943/. Sin embargo, vpara la aplicacidén clinica y pa-

ra ¢l esindio de la estabilidad frente a la radiacibn es

~necesario tener aplicado el preparado en forma pura y qul-

micamente analizable, si es posible,

Ademds, es bizn conocido gue algunos autores japo-
neses han intentado uwividir el preparaco comercial "Mercu-
rocromo" analiticamente sobre una columna de gel de hidréxi-
do de aluminio secedo, en que ellos han dividido la muestra
goore la columne lavando con piridina, en forma de una sc-
rie de zonas coloreadas gque ellos han disuelto scparadamen-
te con una solucidn de hidréxido de sodio para formar va-
rias soluciones que contienen, ademds del respectivo deri-
vado, una gran canlidad de iones aluminato y sodio. Dichas
soluciones nan siuo examinadas polarogrdficamente., /Y.iNapa-
se, i.lguchi, YoIguchi: J, Pharm.Soc.Japan, 77, 837-1957/.
Sin embargo el méiodo antes mencionado no es apropiaodo pa-
ra la purificacibn preparaiiva de preparados radiocactivos
nroyectados para aplicacibén clinica ya que, desde el punto
de vista experimental, es bastante laborioso, y las solu~-:
ciones obtenidas de diche manera contienen una gran canti{
dad de iones alunminato y sodio, aperte de piridinajestos
conponentes de mezcla deberdn ser gevarados ael preparnao;

Con el fin de eliminar o al menos nithgar las de s
ventajes antes mencionadas de la técnica anterior, se crea
un método de preparar derivados de la serie de fluorcscei-

na marcacos con isétopes radiocactivos de mercurio segln la
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memoria de la patente espatiola 345.345, que comprende, de
acuerdo con el invento, someter a una mezcla de reaccidn
crude o neutralizada a un procedimiento de cromatografila
sobre una columnaz de 6xido de aluminio, y laver la columna
sucesivamente con agua y con una solucidn acuosa dilufda

de dlcali que tiene un valor de pd desde 7 a l4.- Ln cali-
dad de solucidn acuosa dilufde de dlcall se utiliza una
solucidén de bicarbonato, carbonato o hidréxido de metal al-
calino, preferiblemente de sodio. Il procedimiento de cro-
matografia se lleva a cabo sobre una columna de Oxido de
aluminio neutro.

De acuerdo con el presentc invento es posible se-
paraxr, desde el producto deseado, tanto los compuestos de
partida que no han reaccionado, es decir el derivado de
fluoresceina asi como el mercurio radioasctivo combinado
ibénicamente, como los otros subproductos que se originan
en la reaccibén, de una manera f4cil, sobre una columna de
6xido de aluminio en un medio alcalino. En lo gue concier-
ne a los compuestos, que son particularmente insolubles en
los disolventes orgdnicos convencionales que se utilizan
en procedimientos cromatograficos sobre columna de A1203,
éstos son divididos en forme de sales alcalinas disueltas
en un medio zcuoso separandolas de la columna de A1203 neu-
tro por lavado con agua, soluciones dilufdas de bicarbonato,
carbonatos 6 hidréxidos de metales alcalinos, preferible-
mente hidréxido de sodio. ILa divisidén es facilitada en wn
grado considerable por el hecho de que el mercurio incoloro
combinado idénicamente es eluido en la fraccidén acuosa fron-
tal, mientras que todos los otros derivados son visibles

en la columnza en forma de zonas rojas de diversos tonos.
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Otra ventuja del método de acuerde con el presente invento
consiste en que los aerivados de fluoresceina gue no han
reaccionado (es decir no mercurizados), son lavados, des—
pués gue el mercurio combinado iénicamente en las siguien-
|
tes Iracclones, solo con agua, mientras gue el derivado mo-
nohidroxi-mercurizaco que egtd adsorbido mucio uds fuerte-
mente sobre el bxido de aluminio, ha de ser separado por |
lavado por medio de una solucidn de bicarbonato o de car-
bonato. Los derivados mercuricos antes menclonados son
adsorbidos sobre la columna de forme muy fuerte de manera
que solo pueden ser separados por lavado con nidréxido de
sodio. L& gran selecitividad antes mencionada de aduerencia
de adsorcibn de los constivuyentes variiculares de la mez—
cla de reaccidn hace posible que incluso muy peguenas Cai-
tidaaes ponderales (por ejemplo desde decenas hasta cientés
de miligramos) que tienen altas actividades especiiicas
(es decir hasta cientos de me), bal como se ubilizan en lé
préctica, sean divididas con mucha facilidad y sencillez.
De la manera fdcil antes indicada, se obitiene el deseado
producio quimfcamente puro en solucidn, el cual, desouds
de una modificacidén del valor dc pH ¥y de estberilizaciln,
estd dispuesto para la aplicaciébn clinica. Con fines de
elmacenamiento, es posible aislar el producto acidiilcan~.
do la soluciébn desoués de precipitacilbn, por uns simple
filtracibn., A titulo de cjemplo, se purificaron cromato—:

eréficamente los sigulenics derivados:
o e 19T 203, .
itidroximercurifluoresceina~ig § —Hg® s uidroximercuri-

97 § 203

2%, 7’—dibromofluoresceina—ﬁgl oL ; Hidroximercuri-
I g 1203

. . e . . L
curi~2’, 7’=diyodofluorcsceina-ig 97

. - - PP & s .
~4’, 5'= aibromofluoresceina~tg 3 Hiaroximer-
.. 20 C ol 1 Qean
6 ~iHg 3 v bis(hidro-
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ximercuri)-fluoresceina-lg

by ,,_,b e
g
M

197 6 Hg203.

Con el fin de que el invento pueds ser mejor com
prendido y llevado a la prdctica, se desceribirdn aiora los
siguientes ejemplos, que no se preitende gue lo deiinan ni
lo limiten.

Ejemplo 1.~ Una mezcla de reaccidén obtenida ca

lentando un equivalente de Hg203 (22 milfgeramos, 0,1 mili

‘moles) que tiene una actividad especifica de 10 mc/minol,

juntamente con tres equivalentes de una sal de sodio de
fluoresceina (100 miligramos, 0,3 milimoles) en 2 mililiw
tros de agua acldificada con 30 milfgrauos de dcido acéti
co, fué neutralizada con una solucidn acuosa dilufda de
hidrdxido de sodio y fud vertida en este estado sobre 5
gramos de A1203, después de lo cual esto fué lavado con
agua destilada. &n la primera fraccidn, que ascendfa a
5 mililitros, se separd por lavado todo el residuo del asy
curio radioactivo combinado idénicamente, miecntras que en
las fracciones segunda y tercera, cada una de 5 mililitros,
fueron eluidas las porciones de fluoresceina que no uabia
reaccionado. i&n la cusrta fraccién, de 7 mililitros, se
eluyo difluoresceinilmercuri—ﬂg203 que tenfa 55 de radio
actividad. In las fracciones quinta y sexta, cada una de
4 mililitros de solucién de carbonato de sodio 0,1 H, se
eluyeron otras uos porciones de hidroximercurifluorescei-
na y las fluoresceinas mercurizadas antes mencionadas, que
constituyen subproductos de la reaccidn, que tenfan 30
de radioactividad. Il residuo, es decir de aproximadamei-
te 19 de radioactividad, queud sobre la columna cn forma
de los subproductos de la reasccibén., ILa fraccibn que con-
203

tenfa difluoresceinilmercuri-iig™ ’, despuds de una neutra-
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lizacibn previa (modificacidén del valor del pi) y de este-
rilizacidn, estaba dispuesta para le aplicacibén clinica
directa.

Gjemplo 2.~ ILa mezela de reaccidn fué aividida
de la misma manera que se indica en el ejemplo 1, excepnto

que, en lugar de Hg2o3, se utilizé Hg197. E1l rendimientio

97 fué similar al descri-

d@e hidroximercurifluoresceina—Hgl
1o en el ejemplo 1.

Ljemplo 3.~ La mezcla de reaccidn fué dividida
de la misma manera yue se indica en el ejeumplo 1, excepto
que en lugar de solucidn 0,1 N de Na2003 se utilizd solu-
cibén 0,1 W de bicarbonato de sodlo en calidad de eluyente.
Bl rendimiento fué andlogo al descrito en el ejemplo L.

gjemplo 4.— DLa mezcla Ge reaccién fué prepara-
da de la misma manera gue ge indica en el ejemplo 1, ex~
cento que en lugar de fluoresceina se utilizd una cantidad
equivalente de 27, 7’-dibromofluorecsceina (cromatogréfica-
mente pura); le mezcla fué dividida de la misma manera que
se describe en el ejemplo L. £l renvimiento de hidroxi-

203

mercuri-2’, 7’-dibromofluorcsceina-ig ascendid a 40%,
Ljemplo 5.- La mezcla de reaccibén iué diviuida -
de le misma manera que se¢ indica en el ejemplo 4, excecpto

) . . . L. 20 e
gque, en lugar de isbtopo de mercurio lig 3, se utilizé

I .. . . ., .

Lg 97. #1 rendimiento de hidroximercuri-2 ‘, 7’~dibromo-
. . " . R . :
fluoresceina~ig 91 fué andlogo al indicado en el ejemplo 4.

Ejemplo 6.~ ILa mezclu ue reaccidn fué proparada
de la misme manera que se degscribe en el ejemplo 4, con lé
excencidn de gue, en lugur de 27, 7 =dibromofluoresceina, -
se utilizb 47, 5‘-dibromofluoresceina. La mezcla fué di-

vidida de la misme manera gue se uescribe en el ejemplo 1.
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1l renuimiento de hidroximercuri-4‘, 5’‘-dibromoiluorescei-

. 203
na~ig"~ "

fué ae 41y,

Zjewplo 7.- La mezcla de reaccibn fud diviuida
de la misma maners gue se indica en el ejemplo b, cExcento
gue en lugar de isdtopo ae mercurio Hg203 se uvilizb ngl97.
B1 rendimienio de hidroximercuri-4”, 3’~dibromoiluorescei-
na-liglg7 Tué similar al indicaco en el ejemplo 6.

Bjemplo 8.- La mezcla de reaccidén fué preparuais
de la misua menera que se Gescribe en el ejemplo 6, con la
excepcidn de que, en lugar de 4’, 5’-dibromofluoresceine,
se utilizé 2/, 7'-diyodofluoresceina., La mezcla de reac-
cidén fué dividida de lg misma manera que se indica en el

ejemplo 6, Bl rendimiento de hidroximercuri~2‘, 7’-diyo-

, . , 20 s 2
dofluoresceina~ig 3 ascendid a 39%.
Ejemplo 9.~ La mezcla ue reaccién fué dividida

de la misma maners wue se lndies en el ejemplo 3 excenio
gque, en lugur de solueidn 0,1 N de bicarbonato de sodio se
utilizd solucidn 0,1 & de bicarbonato de potasio y, en lue-
gar de solucién 0,1 ¥ de hidroxido de modio, se utilizd
solucidn C,1 ¥ de uidroxido de votasio. il ronclmiento
fué de woroximadeumente 40j%.

Bjemplo 10.~ Iia mezcla de reaccidn fué uwiviaida

tal como se describe en el ejemplo 9 con la excepcidén de
gue, cn lugar de solucidn 0,1 ¥ de bicarbonato de potasio
se utilizé soluecidn 0,1 N de carbonaito de potasioc, sl ren-
dimiento fué nuevamente de aproximadumente 40k,

wjemplo 1l.~ ©La meucla de reaccidn fud diviaida

tal como se wescribe en el ejemplo 3, exccusto gue, en lu-

ao s < ... 20 AU oL
gar de isdtopo de mercurio iig 3, se utilizd Hg 97. £l ren

e s . . " o e . L¢
dimiento de hidroximercuri-2’, 7‘~diyodoiluorcsceina-i 9

o7
(&
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wjemplo 12.,- La meycla we reaccién obtenida no-

niendo a ebullicidn durante media hora dos equivalentes de
. 203
£

o
L.lu

0 (3,4 mit{gramos, 0,2 milimolcs) gyue tenfan una ac-

5 tiviaaa esnecifica de 10 me/mmol., juntamente con un equi-
valente de fluoresceina (33 miligramos, 0,1 mmol.) en 2
mililitros de ugua acluilicada con 30 miligramos de dci-
do acdtico, fué cromotografiada de la misua manera que se
indica en el ejemplo L. wsn las fracciones de una solucibdn

10 acuosz dilufda de hidrdxido ae sodio se aisld 605 de big-
e s ... 203
{nidroximercuri-fluoresceina~ilg .

sjemnnlo 13.~ La mezcla de reaccién fué aividi-

da ae la misma menera ue ge indica en el ejemplo 12, ex~

203

cento gue en lugar del isétopo de mercurio dg”™ -, se uti-
- - .. l(' ey — e » - % -y - . 7 - - -
1o lizé Hg )7, Bl rendimiento ascendid a 61,0 de bis-(iidro-

i mestaend ) oo - 9T
ximercuri) fluoresceina~iiz "~ '.

Los werivaaos individuales puriiicados en los
proceuimientos antes mencionados fuecron someticos a ensa-
yos de toxicidad, y ofrecieron resultados comparsbles. Ade-

20 mé&s, fuveron sometidos al ensayo de andlisis sobre un mis-.
culo roto de una rate de emsayo en el cual se examinaron
sus poderes de acumulacién en el misculo daficdo asi como
sus {ndices RI (es weecir la provorcidn de la canvidad de

la respectiva sustancia acumulada en 1 gramo del misculo

25 aaiiado a la cantidad de la misma en 1 gramo del misculo
norimal) y los {nuices RII (es decir la proporcidén de la
cantvidad de la respectiva sustancia acumulada en 1 gramo.
del mésculo daidado a la cantidad de la misiwa en 1 milili-
tro ae sangre); similarmente, los ensayos antedichos ofreﬁ

30 cleron resuliados comparables.

doo6B -9 -
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Ademas, estos preparados purificados cromatogri-
ficamente fueron utilizados para examinar infartos de mio-
cardio de perro simulados, tanto "in vivo" como "in vitro",
los cuales experimentos mostraron resultados positivos en
todos los casos.

La presente solicitud que corresponde a la pre-
sentada en Checoeslovaquia, con fecha 12 de Julio de 1967,
bajo el nimero PV 5116-67 se acoge a los beneficios del Ar-

ticulo 51 del vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

Los puntos de invencion propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de este solicitud de Certi-
ficado de Adicidn en Espafia, son los siguientes:

l.~ Mejoras introducidas en el objetc de la pa-
tente principal n® 345.345, solicitada el 22 de Septiembre
de 1.967, por "Un procedimientoc para la produccion de de-
rivados de la serie de la fluorenceina" marcados con isd-
topos radiocactivos de mercurio caracterizados porque com-
prenden someter 2 una mezcla de reaceion cruda o neutrali-
zada a un procedimiento de cromatografis sobre una columna

Id . « .
de oxido de aluminio.

- 10 -
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2.~ wejoras segén la reivindicacidn 1, en las
gue la columna es lavada sucegivamente con agua ¥y con una
solucidn acuosa dilufua de dlcali ¢ue tiene un valor dc
pil de T a 14,

3.- Mejoras segin las reivindlcaciones 1 y 2, en
los gue en calidad de solweidn scuosa dailulda de dlcali se
utiliza una solucibn de bicarbonato, carbonato o kldréxido
de un nebal elcalino, preferiblemente sodio.

4o- Hejoras seglin una cualquiera de las prece-
dentes reivindicaciones 1 a 3, en las que cl procedimien-
to de cromatograifa se lleva a cabo sobre una columna de
6xido de aluminio nsuiro.

5.~ "Mejoras introducidas en el objelo de la Pa-
tente Principel n® 345,345, solicitada el 22 de Septiem-
bre de 1.967, por : "Un procedimiento para la produccién
de derivados de la serie de la [luoresceina®. 7

Tal y como se ha descrito en la Memoria que an~:
tecede y para los fines gue se han espeaificado.

La presente Memoria consta de 1l hojas escritas’

a méguina por una sola de sus caras.

Madrid, 14 AG) “&4

- 11 -
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