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Producao de conjuntos reativos liofilizados
para obtencao de L,L-ECD-**"Tc*

Olga G. de Carvalho!, Elaine B. de Araujo?, Emiko Muramoto?, Maria A.T.M. de Almeida*

Estudos recentes tém demonstrado que o radiofarmaco L, L-ECD-**"Tc apresenta estabilidade in vitro e
caracteristicas favoraveis para o estudo da perfusio cerebral. O presente trabalho descreve a obtengao
de conjuntos reativos liofilizados de L,L-ECD para pronta marcagao com *"Tc, compostos de 1mgde L L-
ECD, 0,125 mg de S$nCl,.2H,0, 24,0 mg de manitol e 0,36 mg de EDTA em pH 2,0-3,0. Os conjuntos reativos
estéreis e apirogénicos apresentam estabilidade superior a quatro meses quando estocados em condi-
¢oes ideais, mostrando-se estaveis apds a marcacao por periodo superior a quatro horas. Os estudos de
distribuigcdo bioldgica em camundongos mostram rapido clareamento sanguineo e a habilidade do com-
plexo de atravessar a barreira hemato-encefalica. As captagées cardiaca e pulmonar sao inexpressivas e
o complexo é eliminado pelas vias renal e intestinal. As imagens estaticas planares anterior e lateral
mostram uma captag¢do intensa e persistente do complexo no cérebro do cachorro. Unitermos: L,L-ECD-

#mTe, Agente de perfusao cerebral.
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INTRODUCAO

Uma série de ligantes do tipo diamino-ditiol t€m sido
estudados como potenciais agentes de perfusdo cerebral
por formarem complexos neutros e estdveis com ™" Tc.

Entre esses compostos, o ligante L, L-etilenodicisteina-
dietil-éster (L,L-ECD) marcado com tecnécio-99m apre-
senta-se como promissor agente para avaliagdo do fluxo
regional cerebral!'?,

Estudos comparativos preliminares entre L,L-ECD-
#"Tc e HMPAO-*"Tc em humanos demonstram a conve-
niéncia para o uso clinico do primeiro complexo devido a
sua estabilidade in vitro, menor atividade em tecidos mo-
les e dosimetria mais favordvel™.

A praticidade do uso do L,L-ECD-*"Tc, combinada
com sua retengdo cerebral seletiva e rdpida excregio re-
nal. sugerem a expansao de sua utilizago rotineira na de-
terminagdo dos padrdes de perfusio cerebral™¥,

Tendo em vista o que foi considerado, este trabalho
tem a finalidade de apresentar a preparagdo de conjuntos
reativos liofilizados para a obtengdo de L,L-ECD-*"T¢ a
partir da sintese, caracterizagdo quimica do L,L-ECD em
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nosso meio'™ e estudos para estabelecimento dos paré-
metros de marcagdo desse composto com #™Tc, possibili-
tando, dessa forma, a avaliag@o da sua real utilizagdo como
agente de perfusdo cerebral.

MATERIAIS E METODOS

O composto L,L-ECD foi preparado de acordo com
procedimento descrito por Blondeau e cols.*® e sua
toxicidade foi avaliada pelo método da DL,,. Todos os
reagentes utilizados na preparagio dos conjuntos reativos
foram de grau analitico, sem purificagdo adicional. A ma-
nipulagéo foi feita em capela de fluxo laminar, com téc-
nicas assépticas, utilizando vidraria estéril e apirogénica.

Os conjuntos reativos liofilizados de L,L-ECD foram
preparados mediante dissolugdo sob nitrogenagio de 100
mg de L,L-ECD, 36 mg de EDTA e 2,4 g de manitol em
50 ml de dgua bidestilada; 12,5 mg de SnCl,.2H,0 foram
dissolvidos em pequeno volume de HCI concentraco, que
foi adicionado & mistura anterior. Apds verificar o pH
(2,0 a 3,0), acertou-se o volume final para 100 ml com
dgua bidestilada.

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

Ap6s fracionamento, os frascos foram submetidos a
congelamento com nitrogénio liquido, liofilizados, fecha-
dos sob vicuo, lacrados ¢ estocados A temperatura de 4 a
8°C (frasco A).

Preparou-se solugdo tampdo de fosfato 0,02M, pH
7,0 a 8,0, em dgua bidestilada, que foi esterilizada em
membrana filtrante de poro 0,22 p, fracionada em volu-
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mes de 1,0 ml em frascos tipo penicilina de 8,5 ml, poste-
riormente fechados e lacrados (frasco B).

Para marcagdo dos conjuntos reativos de L,L-ECD
com ®™Tc, reconstituiu-se o frasco A com 1,2 ml de solu-
¢do fisiol6gica e transferiu-se 1,0 ml dessa solugdo para o
frasco B. Em seguida, adicionou-se, a este dltimo 1 a 2 ml
de solugdo de pertecnetato de sédio (atividade méxima de
3.700 MBq), homogeneizou-se suavemente por inversdo
e incubou-se A temperatura ambiente por 30 minutos.

A avaliagdo da pureza radioquimica foi realizada por
cromatografia ascendente em fitas aluminizadas de sflica
gel (Kieselgel-60, Merck), utilizando-se NaCl 20% como
solvente. Efetuou-se ainda andlise por HPLC em coluna
Nucleosil C18 (250x4,6 mm - 5u), com fluxo de 1,0 m]
por minuto de mistura gradiente de tampao fosfato 0,05
M, pH 2,5, e etanol: 0-60% etanol (0—4 min.); 60% etanol
(40-60 min.). O efluente passou por detetor ultravioleta
(215 nm) e detetor de radioatividade LB-2-40, Berthold.

A estabilidade das marcagdes foi avaliada por perfo-
do de quatro horas. A estabilidade dos conjuntos reativos
liofilizados conservados a temperatura de 4 a 8°C foi ava-
liada por perfodo de seis meses.

O controle biol6gico foi realizado pelo método
invasivo em camundongos Swiss adultos, pesando entre
20 e 30 g. Os animais foram sacrificados em diversos
tempos apds a administragdo da dose ¢ a radioatividade
associada ao sangue, urina ¢ 6rgio de interesse foi deter-
minada em contador tipo pogo (Berthold).

Imagens cintilogréficas planares anterior e lateral fo-
ram obtidas em cachorros, 30 e 60 minutos ap6s a admi-
nistra¢do do complexo L,L-ECD-%"Tc.

A pirogenicidade dos conjuntos reativos liofilizados
e dos frascos com solugdo tampdo fosfato foi avaliada
pelo teste de Limulus e a esterilidade, pelo método mi-
crobiolégico cléssico.

RESULTADOS

Os liofilizados obtidos mostraram bom aspecto visual
e ripida reconstitui¢do com solugdo de marcagdo. Os tes-
tes de pirogenicidade e esterilidade foram negativos em
todos os lotes produzidos.

A porcentagem de pureza radioquimica determinada
por cromatografia em camada delgada foi superior a 98%
para volume final de marcagdo de 1 a 4 ml. Para volumes
finais de 5 a 6 ml, tal porcentagem decresce, respectiva-
mente, para 94,45+0,32% ¢ 89,61+0,24%.

Um periodo minimo de 30 minutos foi requerido para
que as marcagGes atingissem pureza radioquimica supe-
rior a 98%. Variando-se a atividade de 37 a 3.700 MBq,
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Figura 1 - Espectro de HPLC da marcagao de L,L-ECD com **Tc.

observamos pureza radioquimica superior a 98% e o com-
plexo manteve-se estdvel por perfodo avaliado de quatro
horas.

O espectro de HPLC obtido para marcagio de L,L-
ECD com *"Tc pode ser observado na Figura 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 valores de pu-
reza radioquimica para os diferentes lotes produzidos.

A Tabela 1 apresenta os resultados dos estudos de dis-
tribui¢@o biolégica em camundongos e a Figura 2 apre-
senta as imagens obtidas em cérebro de cachorro.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Na obteng@o de conjuntos reativos liofilizados de L,L-
ECD para pronta marcagdo com #™Tc, a massa de cloreto
estanoso de 125 pg por frasco mostrou-se adequada; mas-
sas inferiores e superiores acarretam diminuigdo da por-
cen-tagem de pureza radioquimica devido ao aumento da
porcentagem de pertecnetato e da espécie hidrolisada
de tecnécio, respectivamente. Os conjuntos liofilizados
assim produzidos mantiveram-se estaveis por periodo su-
perior a quatro meses, estocados em condigdes ideais.

O congelamento com nitrogénio liquido, imediata-
mente apés o fracionamento ¢ seguido de imediata
liofilizagdo, também contribuiu para a estabilidade do pro-
duto, uma vez que a técnica de congelamento nas pratelei-
ras do liofilizador, habitualmente utilizada, mostrou-se
ineficiente.

A pureza radioquimica da marcagio € evidenciada no
espectro de HPLC, que apresenta um tnico pico com Rt
de aproximadamente 47 minutos para as condig¢des de gra-
diente empregadas.
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Gar#alho OG e cols.

Tabela 1 Porcentagem da dose de L,L-ECD-*"Tc/6rgao.
Tempo apds administragho da dose imi

Orgdo 1 5 15 30 60 120

Coragao 070:002 023:005 0,11:003  004:001 004:001 0,02:0,01
Cérebro 162:039  126:027  1,12:053  038:0,14 0,19:008 0,07:001
Pulmdo 254:032 124:009  0,66:0,11  027:005 028:008 0,13:0,02
Rins §19:161  4,48:1,19  2,16:050 153:034 100:029 0,71:0,25
Figado 1982:502 2827:449 1584:106 1193:1,78 8742124 669:086
Intestino - 13,03:458 23302578 3326:9,44 3825:579 43.66:6.90
Sangue 22,29:775  9,15:274 4781146 3,17:081 190:0,48 1,02:0,32
Urina - 6205378 18,62:7.49 31,06:659 3381:9,21 39,83:2,79

* intestino cheio.

A anilise dos resultados da distribuigdo biol6gica em
camundongos mostra um répido clareamento sanguineo
e a habilidade do complexo de atravessar a barreira he-
mato-encefélica. As captagdes cardiaca € pulmonar sdo
inexpressivas e o complexo € eliminado pelas vias renal e
intestinal.

As imagens estdticas planares anterior ¢ lateral mos-
tram captagdo intensa e persistente do complexo no cére-
bro do cachorro.

O L,.L-ECD-*"Tc € um complexo estdvel que atra-
vessa a barreira hemato-encefilica, apresentando-se como
promissor agente para estudos de perfusdo cerebral € para
avaliagdo de pacientes com doengas neurolégicas.

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir
pela viabilidade do preparo de conjuntos reativos lio-
filizados de L,L-ECD para marcagdo com *™Tc.

Abstract. Production of Iyophilized kits for labelling L, L-ECD with
technetium-99m.

Recent studies have showing the in vitro stability of **"Tc-L,L-ECD
and the ability for brain perfusion studies. This paper describes the
preparation of lyophilized L,L-ECD kits to label with *™Tc using 1
mg of L .L-ECD, 0.125 mg of SnCl,.2H,0, 24.0 mg of manitol and
0.36 mg of EDTA at pH 2.0-3.0. The stability of the sterile and
pyrogen free kits was higher than four months when stored in ideal
conditions; also the stability after the labelling with™"T¢ was higher
than four hours. Biological distribution studies in mice show the rapid
blood clearance and the ability of the complex to cross the blood brain
barrier. The heart and lung uptake are inexpressive and the complex is
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Figura 2 - Imagens cintilogréficas planares de L,L-ECD-*"Tc
em céo: lateral (30 min.) e anterior (60 min.).

eliminated by both renal and intestinal route. Anterior and lateral pla-
nar static images show intense and persistent uptake of ™ Tc complex
in the brain of dog. Key words: L,L-ECD-*"Tc, Brain perfusion
agent.
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examinations. J Clin Ultrasound 1995;23:287-92,

O espago pararrenal anterior direito é composto pela
fascia peritoneal, espagos peri e pararrenal anterior di-
reitos e a capsula hepatica. Para esclarecer as possiveis
causas do aumento da largura deste espaco, ela foi me-
dida por ultra-sons, durante um periodo de oito meses. O
espago pararrenal anterior foi medido 3 ¢cm acima do
pélo renal superior e foi usada a menor largura obtida
nos diferentes planos de corte.

Em 1.114 exames de ultra-sons, foram encontrados
35 pacientes com aumento do espago pararrenal ante-
rior. Entre os 35 casos, as causas provaveis foram encon-
tradas em 27. Oito pacientes tinham hiperecogenicidade
neste espago, condigao considerada como sendo devida
ainflamagao aguda, inclusive pancreatite aguda, apendi-

Causas de aumento do espago pararrenal anterior direito aos ultra-sons.
Chen JJ, Chagchien CS, Kuo CH. Causes of increasing width of right anterior extrarenal space seen in ultrasonographic

cite aguda, diverticulite cecal aguda, isquemia intestinal,
colangite aguda, abscesso hepatico e ulcera duodenal
perfurada. As inflamagbes cronicas de érgaos adjacen-
tes, histdria prévia de laparotomia, neoplasia maligna
com metastases peritoneais e corticoterapia foram con-
sideradas as causas nos 19 pacientes com ecogenicidade
narmal. Para os outros oito pacientes, as causas nao fo-
ram encontradas durante o periodo de seguimento.

Este estudo indica que doengas com risco de vida,
como doengas inflamatdrias agudas ou crbnicas e neo-
plasias malignas do abdome, poderiam ser as causas de
aumento deste espago.

Vivian Schivartche
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