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Resumo

Radiofarmacos de tecnécio meta-estavel (*"Tc) sdo os mais utilizados para a obtengdo de imagens em Medicina Nuclear. L,L-etilenodicisteina (EC)
marcado com *"Tc (EC-*"Tc) é usado para avaliar fungdes renais. O objetivo deste estudo foi determinar a pureza radioguimica (PRa) do EC-*"Tc
por cromatografia em papel (CP) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), investigar a influéncia de impurezas na qualidade das imagens
cintilograficas e na biodistribuicao em ratos. A determinagao da PRq do EC-*"Tc por CP foi desenvolvida utilizando-se papel Whatman 1MM e 3MM.
Afase movel utilizada foi acetona e écido acético 0,5 mol L™ para determinagéo de *"TcO, e *™TcO,, respectivamente. As andlises por CLAE foram
executadas em equipamento Shimadzu (LC-20AT Prominence). A fase movel foi constituida por tampao fosfato 12,5 mmol L™ e etanol. Utilizou-se
fluxo de 1,0 mL min"' e gradiente linear. Os ensaios bioldgicos foram desenvolvidos em ratos Wistar (250 g) obtidos do biotério do IPEN-CNEN/
SP. Injetou-se intravenosamente 0,370 MBg mL" de EC-*"Tc. Os resultados das analises por CP Whatman 1MM e 3MM mostraram PRq do EC-
%mTc de até (98,76 = 0,29)% e (98,70 = 0,31)%, respectivamente. Os tempos de retengdo para “"Tc0, *"Tc0, e EC-*"Tc foram 3,04; 5,08 e
10,06 minutos, respectivamente, para as analises por CLAE e a eficiéncia maxima de marcagéo foi (98,99 + 0,04)% aos 30 minutos. EC-*"Tc se
distribui rapidamente no compartimento plasmatico e os estudos de biodistribuicdo mostraram distribuicdo normal de dose injetada nos 6rgdos
especificados. Ambos os métodos, CP e CLAE, podem ser utilizados na rotina do controle de qualidade para determinagéo de PRq por serem precisos
e rapidos. Os controles de qualidade bioldgicos mostraram a aplicagéo para exame diagnostico da dindmica da fungéo renal.
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Abstract

Radiopharmaceuticals of meta-stable technetium (**"Tc) are the most frequently used to obtain images in Nuclear Medicine. L, L-etilenodicisteina
(EC) labeled with " Tc (*"Tc-EC) is used to assess kidneys function. The aim of this study was to determine the radiochemical purity (RCP) of " Tc-
EC by paper chromatography (PC) and high performance liquid chromatography (HPLC), to investigate the influence of impurities on the quality of
scintigraphy images and biodistribution in rats. The determination of the RCP of *"Tc-EC (*"Tc-EC RCP) by PC was developed in Whatman 1MM
and 3MM chromatographic paper. The mobile phase used was acetone and 0.5 mol L™ acetic acid for determination of *"TcO, and *"Tc0,,
respectively. The analyses by HPLC were carried out in Shimadzu equipment (Prominence LC-20AT). The mobile phase was composed of 12.5 mmol
L phosphate buffer and ethanol. 1.0 mL min"' flow rate and linear gradient were used. The hiological tests were performed by injection of 0.370
MBq mL " ®"Tc-EC intravenously in Wistar rats (250 g) provided by the Animal Facility of IPEN-CNEN/SP. The results of analyses by Whatman 1MM
and 3MM PC showed RCP of *"Tc-EC up to (98.76 = 0.29)% and (98.70 + 0.31), respectively. Retention times of *"Tc0,, *"TcO, and *"Tc-EC
were 3.04, 5.08 and 10.06 minutes, respectively, in HPLC analyses and the maximum labeling efficiency of *"Tc-EC was (98.99 + 0.04)% at 30
minutes. Tc99m-EC is rapidly reaches the plasma compartment and the biodistribution studies showed normal distribution of the injected dose in
specified organs. Both PC and HPLC methods can be used in the routine quality control for determination of RCP as they showed to be accurate and
fast. The biological quality controls showed application for diagnostic examination of the renal function dynamics.
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Introducéo

Radiofarmacos de tecnécio meta-estavel (*"Tc) sdo os
mais utilizados para a obtencao de imagens em Medicina
Nuclear. ®™Tc é um radioisétopo emissor de radiagdo
gama (y) pura com fotons de 140 keV, meia-vida fisica de
6 horas e possibilidade de varios estados de oxidagao.
Em solucdo aquosa, o ®mTc(VIl) e *mTc(lV) sédo os mais
estaveis'?.

O dimero L,L-etilenodicisteina (EC) marcado com
®mTc na forma pentavalente [*"Tc(V)EC] pode ser ob-
tido pela adigdo de pertecnetato de sdédio (Na®™TcO,)
comercialmente disponivel em geradores de molibdénio/
tecnécio (®*Mo/*"Tc). A Figura 1 apresenta a estrutura
do radiofarmaco EC-%*"Tc, usado para avaliar algumas
funcdes renais como filtracao glomerular, secrecao e re-
absorcéo tubular®.

A reacao de complexagéo do *"Tc com (EC) pode
ndo ser eficiente, em conseqléncia da qualidade do
eluido, de componentes do reagente liofilizado (RL) ou
de procedimentos inadequados utilizados na marca-
cao. Nestes casos pode ocorrer a formacéo de im-
purezas radioquimicas dentre as quais se destacam
pertecnetato (**"TcO,) decorrente da ndo complexa-
Gao e Oxido de tecnécio (¥mTcO,). A determinacéo de
impurezas radioquimicas é essencial para comprovar a
qualidade do produto®.

Algumas técnicas cromatograficas tém sido utilizadas
para determinar a PRq do EC-*"Tc. Almeida et al. desen-
volveram um método por cromatografia liquida de alta efi-
ciéncia (CLAE) para determinagéo de algumas impurezas
do EC-%mTc?.

O objetivo deste estudo foi determinar a PRq do EC-
®mTc por cromatografia em papel (CP) e CLAE, investigar
a influéncia de impurezas na qualidade das imagens cinti-
lograficas e na biodistribuicao em ratos.

Material e métodos

Reagentes

RL de EC e Na*"TcO, foram obtidos do IPEN-CNEN/
SP (Brasil). Acetona, acido acético, etanol e outros re-
agentes utilizados foram obtidos da Merck (Alemanha).
A agua foi purificada em sistema Milli-RX da Millipore
(Franca).
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Figura 1. Estrutura de L,L-EC-%"Tc¢ [3].
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Cromatografia em papel
A determinacdo da pureza radioquimica do EC-*"Tc
por CP foi desenvolvida utilizando-se papel Whatman
(17,5 x 1,5 cm) TMM e 3MM. A fase movel aplicada foi
acetona (P.A.) e acido acético 0,5 mol L' para deter-
minagédo de *"TcO, e *™TcO,, respectivamente. A cro-
matografia foi desenvolvida 30, 60 e 240 minutos apds
a marcacgéo. Apds a secagem, as fitas foram cortadas
em segmentos de 1 cm, colocados em tubos e levados
ao contador gama (Auto-Gamma Cobra I, 5002 Series,
Perkin Elmer).

A porcentagem de impureza foi calculada considerando
o R, (fator de retardamento) do *™TcO, (R.1,0) e do *mTcO,
(R. 0,0), conforme Equacdes 1 e 2, respectivamente.

#nTcO" (%) = Radi.oati.vi.dade R.1,0 )
Radioatividade total

Radioatividade R, 0,0
Radioatividade total

#"Tc0, (%)=

A PRq foi obtida através da Equagéo 3.

% PRq = 100 - (% *"TcO,) - (%*"TcO,) 3

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise foi executada em equipamento de croma-
tografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu, modelo
LC-20AT Prominence (Japao), composto por duas
bombas, degaseificador modelo DGU-20A,, injetor
automatico de amostras modelo SIL-20A, coluna cro-
matografica de fase reversa Shim-Pack VP-ODS (250
x 4,6 mm, 5 um), detector UV-visivel modelo SPD-
M20A e detector de radioatividade Bioscan modelo
B-FC-3300.

A fase movel foi constituida por tampao fosfato 12,5
mmol L (fase aquosa) (pH 2,50) e etanol (PA.) (fase
orgénica). Utilizou-se fluxo de 1,0 mL min~' e gradiente
linear (100% fase aquosa a 100% fase organica) duran-
te 15 minutos. 20 yL de amostra foram injetados. Todas
as amostras foram previamente filtradas em unidades
filtrantes de tamanho de poro de 0,22 um. (Millipore).
As andlises foram realizadas em temperatura ambiente
e em triplicatas.

A porcentagem de PRq foi calculada utilizando-se o
programa LCSolutions da Shimadzu.

Imagens cintilograficas e biodistribuicao

Os ensaios biologicos foram desenvolvidos em ratos
Wistar (250 g) obtidos do biotério do IPEN-CNEN/SP.
Injetou-se intravenosamente 0,370 MBg mL" de EC-*"Tc.
Os animais foram mantidos anestesiados e as imagens
cintilograficas foram obtidas em gama cémara (Gamma
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Cémara Nucline TH 22 Mediso) apds 30 minutos. Os ani-
mais foram sacrificados depois de 1 hora e a atividade dos
6rgaos medidos em contador gama Capintec. Os resulta-
dos foram expressos como % de dose injetada (%DI) nos
diferentes 6rgaos.

Resultados

Os valores de PRq e das impurezas *"TcO,"e *“"TcO, ob-
tidos na analise por CP em papel Whatman 1MM e 3MM,
30, 60 e 240 minutos apds a marcagéo estao apresenta-
dos na Tabela 1.

O cromatograma do EC-*"Tc apds 30 minutos de
marcacdo na concentragéo radioativa de 55 MBqg mL"
esté apresentado na Figura 2.

A Figura 3 apresenta a imagem cintilografica para EC-
%mTc em rato Wistar.

A biodistribuicado do EC-*"Tc em diferentes 6rgaos
(%Dl) esta apresentada na Figura 4.

Discussao e conclusdes

A fase estacionaria comumente usada para analise
de pureza radioquimica (PRq) do EC-*"Tc é a ITLC-
SG (Instant Thin Layer Chromatography- Silica Gel).
Entretanto o fornecedor (Pall Corporation) n&o produ-
zird mais este material, sendo assim necessario o de-
senvolvimento de um método alternativo para o con-
trole de qualidade.

Os resultados das andlises por CP 1MM e 3MM
(Tabela 1) mostraram PRq do EC-*"Tc de até (98,76 =
0,29)% e (98,70 = 0,31)%, respectivamente. Ambas as fa-
ses estacionarias tém-se mostrado eficientes no processo
de separacdo do produto/impureza e ndo foi observada
diferenca significativa entre TMM e 3MM.

A analise por CLAE (Figura 2) apresentou espécies
com tempos de retencao em 3,04; 5,08 e 10,06 minu-
tos, correspondentes ao *"TcO,, *"TcO,” e EC-*"Tc,
respectivamente. A espécie em 11,68 minutos nao
foi identificada. Os resultados revelaram que EC-%"Tc
apresentou eficiéncia méxima de marcacao de (98,99
+ 0,04)% aos 30 minutos enquanto que a eficiéncia
diminuiu para (98,56 = 0,05)% apds 240 minutos da
marcagao.

Tabela 1. Comparacdo da média e do desvio-padrdo da %PRq
de EC-#"Tc, %%"TcO,” e %*"TcO, obtida por CP.

Papel T(fm)o %PRQ %O, %%"TcO,
30 98,36+043 048022 1,17=024
MM 60 9876029 028+026 0,96+004
240 9834035 044x011 1,203
30 9856+029 013003 132029
MM 60 9870+031 0224006 109+032
240 9825:033 023=015 1522022
n=3
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Figura 2. Cromatograma de EC-*"Tc. Coluna Shim-Pack VP-
ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel: Na,HPO, (0,0125 mol
L"): C,H,0H, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase mdvel: 1,0 mL min”'; volume de amos-
tra: 20 ulL.

Figura 3. Imagem cintilografica para EC-*"Tc em rato Wistar.
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Figura 4. Biodistribuicdo de EC-*"Tc em ratos Wistar.
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EC-*"Tc se distribuiu rapidamente no compartimen-
to plasmatico e a imagem cintilografica (Figura 3) mostrou
captagao renal e eliminagdo via rins-ureteres-bexiga. A
porcentagem média de dose injetada (Figura 4) foi supe-
rior a 96% nos rins e bexiga, muito superior ao limite es-
pecificado pelo IPEN-CNEN/SP (rins + bexiga = 80%). A
captacao no figado foi 2,55% da dose injetada também
abaixo do limite especificado (= 5%). Nao foi observada
captacao nas glandulas salivares e glandula tiredide o que
poderia ocorrer na presenca de quantidade significativa de
pertecnetato livre. Os estudos de biodistribuicao (Figura 4)
mostraram distribuicdo normal de dose injetada nos or-
gaos especificados.

Neste trabalho foram feitos o controle de qualidade ra-
dioquimico utilizando as técnicas CP e CLAE e o controle
bioldgico (imagem cintilogréfica e biodistribuicéo) do EC-
9mTc produzido pelo IPEN-CNEN/SP.

Ambos os métodos, CP e CLAE, podem ser utiliza-
dos na rotina do controle de qualidade para determinagao
de PRg por serem precisos e rapidos. Os controles de
qualidade biolégicos mostraram a aplicacao para exame
diagndstico da dindmica da func¢ao renal.
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