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PREPARAGAO DO GLUCOHEPTONATO-*°™Tc UTILIZANDO ASCORBATO
ESTANOSO COMO REDUTOR DO ION TcO,*

Marycel R. F. F. de Barboza, Comnstincia Pagino Gongalves ds Silve

RESUMO

Apresenta-se, nests trabatho, a preparacio do ascorbeto estanoso (Asc — Sn) na forma liofilizade. Este agente
redutor foi utilizado ne preperacio de j Je reati de gt hep to de chicio (GHA) pera mercaclo com
”"‘Tc 8 posterior uso em cintigrafia renal.

Realizaram-se estudos comparativos com conjuntos de reativos preperados com clorsto de estanho i como
agente redutor.

O rendimento de marcacio estudado dursnte 1800 horas apds a adigSic de ”"‘Tooi MOSIrou-s8 SUPTior
Quando se usou O ascorbsto estanoso.

A estabitidade dos conjuntos de reativos de glucoheptonato de cdicio — omr. que contém ascorbato estanoso
foi analisads durante cinco messs spés a preperscio ns forma liofilizeda. Ao gquinto més, o rendimento de marcaclio
do GHA — ?*™1¢ ioi de 89 — 95% sendo, pois, adequado para uso em cintigrafia renal.

INTRODUCAO

A adigfo de oxidantes durante o processamento quimico de Mo usado na preparacio de
geradores de *°™Tc e a presenca de oxigénio tem sido indicados como a causa da instabilidade “in vitro”
dos conjuntos de reativos, para diagndstico, que contém Sn*? como agente redutor. Esta instabilidade
se manifesta “in vivo” pela visuslizagdo da tirebide, estdmago e intestino indicando a presenca de
*¥MTc0, livre.

Entretanto, o uso de geradores de **™Tc de alta atividade exige s presenca de conteddo
relativamente aito de oxidantes para que sejam obtidos rendimentos elevados de eluicBo pois que neles
as doses altas de radiacfo podem reduzir o fon **™TcO;.

Os conjuntos de reativos com conteGdo baixo de Sn*? apresentam guantidade suficiente de
estanho para a redugdo inicial do fon *®*™TcO, e a imediata formacso do complexo. Entretanto, mesmo
com esse baixo teor de Sn** pode ncorrer oxidaclo lenta com o tempo.

A instabilidade “in vitro” dos complexos com baixo teor de Sn*? pode ser minimizado
borbulhando-se N3 nas solugdes e nos frascos dos conjuntos de reativos, de modo a diminuir o conteGdo
de oxigénio antes da adiclo de ** M TcO; 3. 4,

Uma outra maneira de evitar os problemas de instabilidade consiste em se aumentar a quantidade
de Sn*? para inibir os efeitos de oxidantes existentes na solucio contendo o *°™MTcl4).

Entretanto, trabalho recente'?’ mostrou aiteraclo ne distribuiclo bioldgica da atividade em
cintigrafias realizadas com produtos contendo Sn*? em alto teor.

("} Glucoheptonate — 9Mye preparstion. The use of stannous sscorbate as s reductant agent for TcO4 ioN.



0 uso do icido ascorbico ou sal sodico foi investigado como um meio de eliminar a interferéncia
de oxidantes no momento da preparacio do HEDP — *°™T¢l6! Nesse caso, ¢ mantido o teor do ion
Sn*? utilizado comumente na preparacio do agente 4sseo. O autor \erificou que a estabilidade “in vitro®’
do composto mercado, 600 horas 2pbs a adicdo do fon **™TcOs ¢ muito maior quando estd presente o
écido ascorbico, sendo de 1%, aproximadamente, o teor de *®™TcO; livre em presenca de oxigénio ou de
nitrogénio.

Na auséncia de 4cido ascorbico, a porcentagem de **™TcOs livre & de 11%, na presenca de
oxigénio ¢ 3% quando a solugdo é borbulhada com nitrogénio.

Os estudos “in vitro”’ demonstraram que n3o ha alteragdo na aistribui¢io biolégica do agente
6sseo, nem distribuicdo anormal do dcido ascorbico, sugerindo que a Unica fungdo é a de ser este um agente
estabilizade, n3v complexante.

Os trabathos de Tubis e col.!”! descrevem a preparagdo do ascorbato estanoso referindo-o como
um transportador do ion Sn*? na reducio do *°™ TcO; sendo 20 mesmo tempo wm meio redutor capaz
de manter o estanho no estado de oxidagdo + 2 até que a reducdo seja completa.

Tubis preparou.os conjuntos de reativc liofilizados de DTPA, HFDP, MDP e Pirofosfato
utilizando o ascorbato estanoso como redutor do *°*™TcO4 e verificou que a estatilidade deles é de 7,5
meses; 9,25 meses; 7,25 meses e 10 meses, respectivamente, com rendimento de marcagdo de 87% a 98%
em todos. O conteudo de *? ™ TcO4 livre apds a marcagio era inferior a 1% em 10dos os casos.

Em virtude das vantagens apresentadas pelo ascorbato estanosc, ou sejam: evitar a oxidagdo do
ion Sn*?, poder ser usado num grande iniervalo de pH, ser fisivlogicamen'e aceitdvel e ndo toxico,
apresenta-se neste trabalho o método de preparagdo do glucoheptonato de cékcio - *°™Tc em presenca
daquele redutor. Este radiofdrmace é usado em medicina nuclear para cintigrafia renal dada sua alta
concentracdo nos rins apds injecio endovenosa; ndc é toxico e nio exige uso de contraste.

Para efeito de comparacio, preparou-se o mesmo compc.co marcado utilizando o cloreto
estanoso como redutor do fon **™TcO;.

MATERIAL E METODO
1 — Preparagfo do Ascorbato Estanoso (Asc — Sn)

O ascorbato estanoso foi preparado de acordo com Tubis'7?, Inicialmente, dissolveu-se 0,5g
de Sn.Cl; . 2H; 0 de procedéncia Merck em 20 mi de HCI 0,05 N. Adicionou-se NH, OH concentrado até
pH =9 - 10. Centrifugou-se o precipitado em uma centrifuga Sorvall, modeto GLC — 1 a 2000 rpm durante
20 minutos e descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi retomado em dgua destilada estéril saturada
com N, centrifugado novamente e retirado o sobrenadante,

Preparou-se uma solugdo de dcido ascérbico(Carlo Erbal, 3g em 10 m! de dgua destilada estéril,
filtrou-se através da membrana Millipore 0,22 um e saturou-se com nitrogénio.

O precipitado acima foi dissolvido em 8 ml da solug8o de &cido ascdrbico previamente preparada
e em seguida filtrou-se, através de filtro Millipore 0,22 um estéril, em frasco estéril.

Esta solucdo foi dividida em aliquotas de 1 ml em frascos tipo penicilina, sendo em seguida
congelada durante 1800 horas e liofilizada r'urante 24: 00 horas. Cada frasco liofilizad contém 268 mg
de ascorbato estanoso.

O produto acima obtido, denominado Tinasc por Tubis'”- 8 foi utilizado na preparacdo de
conjuntas de reativos de glucoheptonato de cdkio para serem marcados com 9mTeC,



2 — Preparagiio dos Conjuntos de Reativos de Glucoheptonato de Ciiciol(GHA)
3) GHA preparado com ascorbato estanoso

U conjunto de reativo foi preparado a partir de uma solugiio contendo 100 mg/mi de GHA
em solugdo fisiologica: esta solu¢do foi borbulhada com N. durante 20 minutos. Em seguida,
adicionaram-te 2 mg de Asc — Sn por mi de solucZo de GHA, acertou-se o pH a 6 e a solugdo
foi filtrada por filtro Millipore 0,22 um. Dividiu-se a solucio em aliquotas de 1 mi em frascos
tipo penicilina, estéreis. As alfquotas assim preparadas foram congeladas e liofilizadas em
liofilizador Virtis moaelo N =10 — 146 MR — BA, Os vidros foram fechados a vicuo,
lacrados e conservados a 4°C.

b) GHA preparado com cloreto estanoso

A técnica de preparagdo é igual dqueia descrita anteriormente. A quantidade de GHA e de
SnCl, .2H,0 sdo de 100 mg e 1 mg, respectivamente. Esses valores foram escolhidos
sabendo-se que 0,5mg de SnCl; .2H,0 contém 0,263 mg Sn*? equivalentes a 1,04 mg
Asc — Sn,

3 — Preparagdo do Composto Marcado (GHA — 29™T¢)

Retira-se o frasco da geladeira e espera-se até atingir a temperatura ambiente. Adicionam-se
3 - 5m! da solugio de °°™TcO; eluida esterilmente do gerador *°Mo — *°™Tc; sendo a atividade de
¥9MT¢ no méxime 100 mCi. Agita-se durante um minuto para que 3 dissolucdo se complete, a solugdo
resultante deve ser limpida. Aguardam-se 30 minutos para que a reacdo se complete, podendo-se entdo
injetar intravenosamente a atividade desejada.

4 — Controle de Qualidade
4.7 — Controle Radioquimico

O controle radioquimico foi feito por cromatografia ascendente em papel Whatman n? 3
(5, 7cm x 1,0 cm) impregnado previamente em Sllica Gel 6% (70—326 Mesh—Merck), secado em estufa,
e desenvolvido em dois sistemas: metil—etil—cetona e solugdo fisioldgica 0,8% 9} Dessa maneira separou-se
adequadamente o complexo — ?*™Tc, 0 **MTcO; e o *°™Tc reduzido hidrolizado. Semevu-se em cada
uma das tiras de papel uma quantidade constante de composto marcado (2ul), e o tempo de secagem para
posterior corrida dos solventes foi de um minuto. Estes ensaios foram feitos aos 30; 60; 120; 180 minutos
e 18:00 horas apos a4 marcacdo.

4.2 -- Controle Bioldgico

A distribui¢dc biolbgica foi feita em rato adulto da raca Wistar, pesando 250 g. amas, apds uma
injegio intravenosa de 250 uCi de GHA — ®*™TYc. Decorridos 45 minutos da injecSo, sacrificou-se o
animal, os d0rgdos foram retirados, lavados, pesados e posteriormente determinada a atividade num
Contador Gama da Nuclear Chicago. O resultado foi expressn em porcentagem da dose injetada por grama
de cada 6rgdo.

A distribuicdo biclégica também fci avaliada em rato adulto da raca Wistar injetado
intravenosamente com 200 uCi de GHA — *°*™Tc, por meio de cintigrafias, em cintilografo linear
Scintimatic 11 Siemens obtidos aos 45 minutos apds a injeco.



4.3 — Controle de Esterilidade

Os ensaios de esterilidade para verificacio de microorganismos aurObios, anaerdbios facultativos
e anaerGbios estritos, foram feitos em meios de cultura, caldo simples e tioglicoiato de sédio, incubados
4 37°C durante 4800 horas e a verificacio da presenca de fungos e evedura foi feita em meio de
Saboreaud incubado a temperatura amkb: <nte por 10 dias.

4.4 — Controle de Piroginios

A determinagdo de pirogénios foi feita pelo método “in vitro” usando conjunto para teste de
pirogénios da ‘'Mallinckrodt”.

5 — Resultados

Os resultados obtidos no controle radioquimico da preperacdo do GHA — ®? ™ T¢ usando Asc — Sn
como agente redutor foram comparados com dados obtidos do GHA — ??™T¢ utilizando como reagente
o SnCl; .2H,0.

Estes resultados estdo apresentados nas Tabelas | e fi.

Tabela |

Rendimento de Marcacdo do GHA — ™ Tc(SnCl; 2H,0) e GHA — *?™Tc(Asc Sn)

Antes da Liofilizacdo

Tempo GHA — *?™T¢(Sn Cly) GHA —*°™Tc(Asc Sn)
{min) (%) (%)
30 94,1 98,5
60 94,1 98,7
120 95,4 98,0
180 938 97,8
240 948 95,8
i 1080 748 97,4

Res_uitado médio de quatro (4) amostras em cada tempo

Tabela 1)

Rendimento de Marcacio do GHA — **™Tc(SnCl, 2H;0) e GHA - *°™Tc(Asc Sn)

epds a Liofilizagdo

Tempo GHA - **™Tc(Sn Cl,) GHA — **™Tc(Asc Sn)
{min) (%) (%)
30 926 90,4
60 90,6 92,2
120 89,0 91,3
180 89,9 91,8
360 793 90,7
1080 58,0 85,7

Resultado médio de quatro (4) amostras em cada tempo




O rendimento de marcacdo foi estimado durante 18:00 horas apds a reaglio.

A estabilidade dos conjuntos de reativos foi avaliada durante 6:00 hora ap6s a marcagdo e 5 meses
apbs a preparagiio (Tabelas 11l e IV).

Tabela I

Controle Radioquimico: Valores Porcentuais dos Rendimentos de Marcagiio dos Conjuntos de Reativos
do GHA (Asc — Sn) apds Marcagdo com ?2MTc0; (Amostras Liofilizadss e recém Preparadas).

iote

0,034 0,035 0,036 0,038

(%) (%) (%) (%)

tem. {min.)
15 95,4 928 90,4 92,2
30 97,2 97,9 92,0 96,8
60 971 94,7 21,1 96,8
120 96,2 21,1 91,5 95,6
180 95,0 95,0 80,9 90,2
240 96,0 941 80,7 95,1
300 93,7 96,8 878 92,2
360 90,4 921 88,5 910
Tabela IV

Controle Radiogquimico do Conjunto de Reativos GHA (Asc — Sn) (lote 0,034) Rendimento de
Marcacdo (%) em Funclo de: a) tempo de reaglo em minutos; D) tempo apds a Preparacfo

tem. (més)
0 1 2 3 4 6
[ tem. {min.)
15 95,4 83,0 80,3 89,0 04,2 97,8
30 97,2 94,0 97,2 89,3 975 96,6
60 97,1 83,0 00,3 86,9 97,0 96,6
120 06,2 95,3 93,2 87,6 97,3 96,2
180 06,1 95,4 90,0 93,6 87,9 97,0
240 96,0 93,0 83,5 87,0 87,9 85,3
300 93.7 923 93,1 91,8 96,8 96,8
360 90,4 83,7 83,1 916 96,3 96,2
|




Rendimento (%)

Aplicando a prova de Friedman'S- 1) 205 dados obtidos na Tabela ! verificou-se que os lotes
pertencem & mesma populaclo durante o tempo de andlise, 30 nivel de significincia o = 0,05.

O Grafico { mostra 8 média do rendimento de marcaclo dos lotes de GHA **™T¢, relativos &
Tabela I, em funclo dos tempos de reacio.
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Gréfico 1 ~ Representaclo gréfics do rendimento de marcacBo (%) dos conjuntos reativos de
GHA (As — Sn) em funco do tempo de reacio (min).

Nas Figuras 1 ¢ 2 pode-se observar a distribuigo bioldgica do GHA - **™T¢ (lote 0,018) antes
e apds a liofilizaclo respectivemente preperado com Asc—Sn e Sn Cl, .2H; O, em rato adutto da raca Wister
spés injeclo intravencsa de 200 uCi.
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Na Figura 3 observa-se a distribuicho biolégica do GHA —~ °°*™Tc (lote 0,022) preparudo com
Asc —Sn antes e apos a liofilizacSo, registrada por meio de cintigrafia 45 minutos apés a injeclo.

A porcentagem da atividade acumulada nos Orglos do animal apés administraclo de
GHA -°°™Tc  (lote 0026) foi: pulmBo = 1,88%/g; figado = 2,06%/g; coraclo = 1,31%/g;
tiredide = 0,37%/g; bago = 1,18%/g; rins = 49,8%/g e sangue = 0,16%/ml.

O gréfico 2 mostra a curva da resposta do GHA — ?? ™ Tc (lote 0,034) injetado intravenosamente
em um rato adulto da raca Wistar, anestesiado com fenobarbitalsédico, durante um intervalo de tempo de
81 minutos.

A atividade injetsda foi de 300 uCi e o tempo de reaclo apds a marcacio do composto foi de
90 minutos.

Observa-se que 0 acimulo do produto nos rins é constante a partir de 15 minutos. Desse modo
pode-se fixar o tempo ideal de 30 a 45 minutos ap6s a injecSo do GHA — *°™Tc para realizar a cintigrafia.
Aconselha-se o prévio esvaziamento da bexiga para diminuir a radiaclo extra renal.

A Figura 4 mostra a captagio renal do GHA — **™Tc (lote 0,019) em um paciente que recebeu
injecdo intravenosa de 5 mCi do produto.

A cintigrafia foi realizada, 45 minutos ap6s a injecdo, no cintilégrafo linear “‘Scintimatic-Siemens”’.

Ndo se verificou a presenca de pirogénios ou microrganismos em todas as amostras analis#das.

CONCLUSOES

Os rendimentos de marcacio dos conjuntos de reativos preparados com ascorbato estanoso como
agente redutor do fon *°™TcO; mostraram que o produto ¢ estivel até 18: 00 horas apés adicBo do
pertecnetato.

Verificouse que a validade dos conjuntos de reativos liofilizados é de cinco meses.

O estudo cinético nos ratos rnostrou uma excreclo de 40%, aproximadamente, em refaclo &
atividade injetada nos primeiros 15 minutos ¢ cerca de 50% permanecem nos rins até 80 minutos apés
a injecdo, provando desse modo, a reabsorcdo e fixagdo do produto marcado. O tempo ideal para a
realizacdo de cintigrafia foi de 30 a 40 minutos apbs a injecdo.

As amostras liofilizadas enviadas para uso clfnico em pacientes mostraram que o produto preparado
¢ adequado para cint‘grafia renal.
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ABSTRACT

This peper presants the preparation of stannous sscorbats on the liophilized form. This reducing agant was
employed on the nreparstion of kits of calcium gluccheptonate (GHA) for labsiing with **™Tc for use in kidney
scintigraphy .

Comparative studies between kits prepared with stannous srcorbate snd thoss preparsd with stannous
chloride as reducing agent were made.

The Iabsling yield during 18 hours after th. addition of 9"""‘l’c:O; was higher when stannous ascorbate was used.

The stability of kits of csicium giucohetonats — 99Mre containing stannous ascorbate was studied during
tive months after its preparation on the liophilized form,

On the tifth month the labeling yield of GHA — 99Mre was — 86%, being thersfore suitable for kidney
scintigraphy.
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