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Producido de conjuntos reativos liofilizados para obtencao

de L,L-EC-99mT¢*

Elaine B. de Araujo’, Olga G. de Carvalho?2, Emiko Muramoto?3, Maria A.T.M. de Almeida*

O L,L-EC-?9"Tc é um radiois6topo recentemente proposto para avaliacdo da fungéo renal em substituigcdo
ao Hippuran-'3'l e com caracteristicas comparaveis ao MAG3-*"Tc. O presente trabalho descreve a ob-
tencdo de conjuntos reativos liofilizados de L,L-EC para marcacdo com °*™Tc, compostos de 1 mg de
L.L-EC e 250ug de SnCl..2H.0 em tampdo fosfato pH 12. Os conjuntos reativos estéreis e apirogénicos
apresentam estabilidade superior a quatro meses quando estocados em condigdes ideais, mostrando-se
estaveis apos a marcacao por periodo superior a quatro horas. Os estudos de distribuicdo biolégica em
camundongos evidenciam rapida depuragdo sanguinea e eliminagdo urinaria do complexo, com captagéo
desprezivel em 6rgdos adjacentes aos rins. Unitermos: L,L-EC-9"Tc. Estudo da funcdo renal.
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INTRODUCAQ

O orto-iodo-hippurato de sodio-'*'I (OIH), apesar
de apresentar as desvantagens atribuidas ao P!I, ainda
¢ um radiofarmaco bastante utilizado para avaliagdo
da secre¢do tubular renal.

Nos ultimos dez anos, foram realizados esforgos
no sentido de se obter compostos marcados com
99mTc para estudo da fun¢do renal. Complexos de P™Tc
do tipo diamino ditiol, como o DADS-*"T¢, mostra-
ram secre¢do tubular ativa em animais™?. O derivado
carboxilado DADS-CO,-2™T¢ apresentou caracteristi-
cas renais ainda mais favoraveis. Porém, a complexacio
promove a formagdo de epimeros quelados, exigindo
purificagdo em HPLC antes de sua administracdo®.

Com o intuito de eliminar o problema de formagao
de isbmeros, foi desenvolvido um ligante do tipo NS,
mercaptoacetiltriglicina-*mTc (MAG3-2%Tc), apresen-
tado como substituto potencial do OIH®.

Estudos preliminares realizados com um novo com-
posto, L,L-etilenodicisteina (L,L-EC), demonstraram
que o complexo L,L-EC-"T¢ exibe caracteristicas re-
nais comparaveis as do MAG;-2mT¢®,
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A partir da sintese e da caracteriza¢do quimica do
L,L-EC em nosso meio®, realizamos estudos que esta-
beleceram os pardmetros de marcagdo desse composto
com PmTc™,

Este trabalho apresenta a preparagdo de conjuntos
reativos liofilizados para obten¢do de L,L-EC-%™Tc,
permitindo a avaliagdo de sua real utilidade como agente
de funcgdo renal.

MATERIAIS E METODOS

O composto L,L-etilenodicisteina foi preparado de
acordo com procedimento descrito por Bondeau e
cols.®, e sua toxicidade, avaliada pelo método da DLso.

Todos os reagentes utilizados na preparacdo dos con-
juntos reativos liofilizados foram de grau analitico sem
purifica¢do adicional.

A manipulagao foi realizada em capela de fluxo la-
minar, com técnicas assépticas, utilizando vidraria esté-
ril e apirogénica.

Os conjuntos reativos liofilizados de L,L-EC foram
preparados mediante dissolugdo sob nitrogenacido de
100 mg de L,L-EC em 50 ml de tampdo fosfato/Na-
OH 0,1 M, pH 12, preparado com agua bidestilada.
Adicionaram-se a essa solugdo 2,5 ml de solugdo de clo-
reto estanoso, SnCl;.2H>O (10 mg/ml), preparada em
HCIl 0,05 N sob nitrogenacdo. Ajustou-se o pH ao va-
lor de 12 com solu¢do de NaOH 0,1 N e completou-se
o volume para 100 ml com o tampao.

A solugdo resultante foi esterilizada em membrana
filtrante de poro 0,22 u e fracionada em volumes de 1,0
ml em frascos tipo penicilina de 8,5 ml.

Apbs fracionamento, os frascos foram submetidos
a congelamento com nitrogénio liquido, liofilizados, fe-
chados sob vacuo, lacrados ¢ estocados a temperatura
de 4 a 8°C.
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Preparou-se solugdo de acido fosforico 0,05 M em
dgua bidestilada, que foi esterilizada em membrana fil-
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Tabela 1 Avaliagdo da pureza radioquimica em funcdo do tempo
ap6s a marcacdo de conjuntos reativos liofilizados de L,L-EC.

trante de poro 0,22 yu, fracionada em volumes de 7,0  Tempo (minutos) Pureza radioquimica {%)
ml em frascos tipo penicilina de 13 ml, posteriormente 30 99,88+ 0,07
fechados e lacrados. 60 99,76 £0,07

O L,L-EC-*mTc¢ foi obtido reconstituindo-se os lio- 120 99,56 + 0,16
filizados com 370 MBq (10 mCi) de solugdo de pertec- 240 99,44+0,14

netato de sodio (*™Tc), eluida de gerador IPEN-TEC,
em volume de 2 a 3 ml.

Transcorrido o periodo de incuba¢do de 15 minutos
a temperatura ambiente, adicionou-se a4 marcacdo 1,0
ml da solugdo de acido fosférico.

A pureza radioquimica das marcacoes foi avaliada
por cromatografia ascendente, em fitas aluminizadas
de silica gel (Kiesegel-60, Merck), em dois sistemas de
solventes, acetona e acido acético 0,5 M, para identifi-
cacdo, respectivamente, das formas livre e hidrolisada
do #mTc,

Efetuou-se, ainda, andlise por HPLC em coluna
Nucleosil C18 (250 x 4,6 mm — 5 p), com fluxo de 1,0
ml/min. de mistura gradiente de tampao fosfato 0,05 M
e pH 2,5, e etanol: 0—6% etanol (0—10 min.), 6%
etanol (10—30 min.). O efluente passou por detector UV
(215 nm) e detector de radioatividade LB-2040, Berthold.

A estabilidade das marcagdes foi avaliada por um
periodo de quatro horas. A estabilidade dos conjuntos
reativos liofilizados, conservados & temperatura de 4 a
8°C, foi avaliada por periodo de quatro meses.

O controle biologico foi realizado pelo método inva-
sivo em camundongos Swiss adultos, pesando entre 20
e 30 g. Os animais foram sacrificados em diversos tem-
pos apds a administragdo da dose e a radioatividade as-
sociada ao sangue, urina e 6rgdos de interesse foi deter-
minada em contador tipo pogo (Berthold).

A pirogenicidade dos conjuntos reativos liofilizados
e dos frascos com solugdo de dcido fosférico foi avaliada
pelo teste de Limulus e a esterilidade, pelo método mi-
crobiologico classico.

RESULTADOS

Os liofilizados obtidos mostraram bom aspecto vi-
sual e rapida reconstitui¢io com solu¢io de marcacéo.
Os testes de pirogenicidade e esterilidade foram negati-
vos em todos os lotes produzidos.

O pH das marcag¢des ficou entre 11 e 12, decaindo
para 6 a 7 apos a introducgdo do dcido fosfdrico.

Os conjuntos reativos mostraram estabilidade apés
a marcacdo superior a quatro horas (Tabela 1).

A estabilidade dos conjuntos reativos estocados em
temperatura de 4 a 8°C foi mantida durante os quatro
meses ja avaliados. Houve reprodutibilidade dos valo-
res de pureza radioquimica para os diferentes lotes pro-
duzidos.

Os espectros de HPLC da marcagio antes e apds a
introdugdo do 4cido fosférico podem ser observados
na Figura 1.

Os resultados de distribuigdo bioldgica (Tabela 2)
evidenciam réapida depuragdo sanguinea ¢ eliminagdo
urindria do composto, com captacio desprezivel em 6r-
gdos adjacentes aos rins.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A condic¢do de 100 ug de SnCl,.2H>0 para 1 mg de
L,L-EC, descrita na literatura, promove excelente mar-
cacdo para misturas reagentes preparadas no momento
da marcagdo. Entretanto, esta massa de agente redutor
ndo resiste ao processo de liofilizagdo. Aumentando-se
a massa do cloreto estanoso para 250 ug por frasco, ou
mesmo utilizando ascorbato de estanho como agente
redutor (105,2 ug de Sn*2 por frasco), obtivemos con-
juntos reativos liofilizados com estabilidade superior a
quatro meses, quando estocados em temperatura ideal,
compatibilizando a comercializagdo do produto e per-
mitindo a marcagdo com atividades de até 3.700 MBq
(100 mCi), sem alteragdo da estabilidade.

A utilizacdo de massa inferior a 250 pg de cloreto
estanoso por frasco implicou diminui¢do da pureza
radioquimica, devido ao aumento da porcentagem de
pertecnetato livre. Massas superiores a 250 ug diminuem

Tabela 2 Porcentagem da dose administrada de L,L-EC-99"Tc¢ por 6rgdo avaliado.

Tempo Sangue Figado Rim Estémago Intestinos Urina

1 35,67+8,42 5,271+0,66 37,19+13,18 0,563+0,08 — —

5 6,54+ 1,10 2,96+0,45 17,35+ 6,46 0,28+0,06 3,13+0,45 53,14+ 13,14
15 3,31+0,55 1,90+0,30 5,66+ 2,81 0,16+ 0,04 4,01+0,70 77,35+ 4,61
30 1,29+0,29 1.18+0,21 3,40+ 1,61 0,07+0,01 5,04+ 0,80 85,69+ 7,51
60 0,563+0,08 0,81+0,13 2,37+ 1,65 0,05+0,01 4,00+0,81 89,65+ 6,09
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Figura 1 — Espectros de HPLC da marcagédo de L,L-EC com 9 T¢c
em pH 12 (A} e apés neutralizagdo a pH 7 (B).
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a porcentagem de pureza radioquimica, devido a forma-
¢ao da espécie hidrolisada de tecnécio.

O congelamento com nitrogénio liquido, imediata-
mente apds o fracionamento e seguido de imediata lio-
filizagdo, também contribuiu para a estabilidade do pro-
duto, uma vez que a técnica de congelamento nas prate-
leiras do liofilizador, habitualmente utilizada, mostrou-
se ineficiente.

Na avaliacdo da pureza radioquimica por cromato-
grafia ascendente, agilizamos o procedimento, traba-
lhando com fitas curtas (1 X8 cm), cortadas em dois
segmentos apods a corrida, em vez de fitas longas, apos
termos realizado estudo comparativo que determinou
a eficiéncia desse método.

A analise por HPLC da mistura reagente evidencia
um unico pico com Rt de aproximadamente 18 minu-
tos. Tal perfil ndo se altera quando o pH da marcagao
é levado a 6-7 ap0s ter transcorrido o periodo de marca-
¢do. Estudos realizados revelam, entretanto, que se a
marcacao for efetuada em pH inferior a 11 ocorre a
formacdo de uma segunda espécie radioquimica, identi-
ficada por estudos de HPLC, que nio apresenta as pro-
priedades de distribuigdo bioldgica desejadas®™.

Os estudos de distribui¢do bioldgica, realizados em
camundongos, salientam a seletividade renal do com-
posto, mostrando-se concordantes com os relatados
na literatura®, e sugerem investigacao clinica minuciosa
que permita estabelecer resultados conclusivos sobre a
viabilidade da utilizacdo do complexo L,L-EC-9mT¢
nos estudos de funcao renal.

Os resultados obtidos neste estudo permitem con-
cluir pela viabilidade do preparo de conjuntos reativos
liofilizados de L,L-EC para marca¢do com 9™Tc.

Abstract. Production of lyophilized kits for labelling L,L-EC
with technetium-99m.

9mTe-L,L-EC is a newly developed radiopharmaceutical pro-
posed as a substitute of *'I-o-iodohippuric acid (IOH) in tu-
bular secretory imaging studies, that exhibited renal characte-
ristics comparable to ®™Tc-MAG;. This paper presents the
preparation of lyophilized L,L-EC kit to labelling with #™Tc
with 1 mg of L,L-EC, 250 ug of SnCl,.2H,0 in phosphate
buffer pH 12. The stability of the sterile and pyrogen free kit
was higher than 4 months when storaged in idea! conditions.
Also the stability after the labelling with *™Tc was higher
than 4 hours. Biological distribution studies in mice showed
a rapid blood clearance and urinary elimination of the com-
plex, with low uptake in liver and lungs. Key words: L,L-
EC-#"Tc. Renal function. Tubular tracer.
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