UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

MARCACION DE ERITROCITOS AUTOLOGOS in vitro
CON CI.TRATQ-99mTc Y SU CONTROL DE CALIDAD

INFORME DE TESIS

Presentado por
Ana Esther Barrientos Medrano
Pa}a'ﬁptar al titulo de

Quimico Bidlogo

Guatemala, Mayo de 1995

| PROPIEDAD UF LA UNIVERSIDAD OF SAN [ARLS
Biblioteca Ce n ke




2001 ob oysM ,sismelsud

sm 1400 56 DHIN uttm ’

Ib |h:-|




]

¥ [ i
| [

JUNTA DIRECTIVA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

DECANO
SECRETARIA
VOCAL I
VOCAL II
VOCAL III
VOCAL IV

VOCAL V

Lic. Jorge Rodolfo Perez Folgar
Licda. Eleonora Gaitan Izaguirre
Lic. Miguel Angel Herrera Galvez
Lic. Gerardo Leonel Arroyo Catalan
Lic. Miguel Orlando Garza Sagastume
Br. Jorge Luls Gallindo Arévalo

Br. Edgar Antonio Garcia Del Pozo



16plo¥ ze3a89 odlobofl spxol .oid _ OMADEC
sxtivpezl nddisd lmﬁ ,sbald AIRATAROSE
sovisd sysxyel fepak IsupiM .oid I JADOV
néfs380 oyorzA Isnosd obisysd .old 11 MooV
smoissped sxisd obnsli0 lewpiM .oid IT1 JEDOV
olsvéid obnlisd 2iud spsol .38 Vi 3400V

ozo%9 [0 slo3sD clnodnA Isphll .38 vV JADOV




DEDICO ESTA TESIS

A DIOS

Que me dio la vida y me permitidé alcanzar esta meta.
Salmo 139:13,14.

A MIS PADRES

Guillermo Enrigue Barrientos
Blanca Lidia Medrano de Barrientos

A MI ABUELITA

Berta de Monterroso

A MIS TIOS

Adolfo Barrientos, Gilma de Araos, 0Olivia Medrano,
Alicia Barrientos.

A MI NOVIO

Hector Daniel Higueros Girdn

A MI AMIGO Y CONSEJERO

Lic. Francisco Paz

A MIS PRIMOS

AL. PROGRAMA DE BECAS AL MERITO PARA LA EDUCACION SUPERIOR
PATROCINADO POR LA AGENCIA PARA EL DESARROLLO INTERNACIONAL

A MIS MAESTROS
Licda. Diana Freire de Mave, Lic. Federico Nave,
Licda. Maria del Carmen Bran, Licda. Rosa Maria de
Menéndez.

A MIS AMIGAS Y AMIGOS
S8ilvia, Anjeanette, Carmen Rosa, Maria Elena, Rosita,
Carlos Alberto, Ismael.



BDia A

.6dem atas mm:tﬂivﬂm-ﬂ
I EI:REL omisk

BERGAY BIM A
soinelxIng w08 omasilicd
acinslzisll b sibld sonslil
ATIJHUGA IM &

wassbeM sivii0 (sosxf b smlld  sodaslxzzsf oilobs

ORILNAMOD Y OOTMA IM A&

BOMTIST BIN A
SOISNIUE MOIDADUGE A2 ARAS OF WA REDEE RO AMARDOSY J&
mmm:w-ﬁgmg-ﬂm
e BOATENAM 3IM &
ovel onizebe¥ .oiJ mnm.mm
sh slzsM seofl .sboid .aeal w fab sixeM .sboid

RODIHA Y RADIMA 2IM A
S1lsofl .snol¥ slxsM .saol n-hﬂ mddensstol . siviif
« logmal -.M molisd

T




AGRADECIMIENTO

A la Direccion General de Energia Nuclear del Ministerio de
Energia y Minas por brindarme la oportunidad de realizar este
trabajo de Tesis.

De manera especial a la Licenciada Diana Freire de Nave y al
Licenciado Federico Nave por todas sus ensefianzas, apoyo ¥y
asesoria.



ob olrsdelinid [ad 1ssiouM slipisnd sb Iszsned nola2s3i0 sf A

s¥es iexilsex sb bsbinvtioqe sf emusbnlid 1oq 2s80lM Y slpyend
[s y svell ob s1lexi snsil sbelonesid sf s [sivegas sveasm sd

: - Jslzcseas

Y oyogs (eszasfsans ave seBod oy sval




iNDICE

PAGINA

I. RESUMEN 1
II. INTRODUCCION 2
I11. ANTECEDENTES 4
IV. JUSTIFICACIONES 20
V. OBJETIVOS 21
VI. HIPOTESIS 22
VIT. MATERIALES Y METODOS 23
VIII. RESULTADOS 31
IX. DISCUSION DE RESULTADOS 33
X. CONCLUSIONES 35
XI. RECOMENDACIONES 36
XI1. REFERENCIAS 37

XIITI. ANEXOS 40



AHIDAQ

(53N
I
gL
€L
IE
£E
2E
a
e
o

aoranl

'ii*lﬂl

X1
X

LIX
LIIX f

LIIEX




RESUMEN

Existen diferentes medios y métodos para realizar analisis
en pacientes, sin embargo los gue se basan en el empleo de
radiofarmacos pueden efectuarse utilizando métodos incruentos,
no invasivos y sin  inducir modificaciones fisiolbgicas,
obteniéndose ademds alta sensibilidad y especificidad.

Los analisis utilizando eritrocitos radiomarcados tienen
gran cantidad de aplicaclones diagnésticas por lo que se han
realizado innumerables trabajos en la busgqueda de mejores
métodos. En Guatemala actualmente se utiliza el método de
marcacion in vivo/in vitro con ®°mTc, gue representa molestias
al paciente. Se ha observado gue 1la naturaleza quimica del
farmaco con el gue debe combinarse el elemento radiactive y las
concentraciones en las que se utilice son determinantes en la
marcacidén. El propfsito de este estudio fue estandarizar un
método de marcacibébn de eritrocitos autdlogos in vitro con
citrato-2°"=Tc gque disminuya el namerc de punciones venosas al
paciente, permita la obtencidén de porcentajes de marcaciéon
superiores a 90% y reduzca la manipulacion de los eritrocitos.

Se produjo un farmaco con citrato estafioso licfilizado, al
cual se realizéd control para demostrar sus wventajas para ser
usado en radiomarcacion de eritrocitos. 8Se probé el metodo con
varias diluciones del farmaco inicial encontrandose una gue
permite mayores porcentajes de marcacion. Después de varias
repeticiones de la marcacién con dicha dilucidn se demostrd
estadisticamente que el método de marcacidn in vitro con citrato-
ssmTc permite obtener porcentajes de marcacién mayores a 90%, sin
producir dafio morfoldgico significativo a los eritrocitos.

_1._



I1. INTRODUCCION

La Medicina Nuclear es una ciencia dedicada al tratamiento
Y principalmente diagnéstico de enfermedades humanas utilizando
isb6topos radiactivos. Una de las ramas de la Medicina Nuclear,
la Hematologia Nuclear, se dedica a la marcacién de componentes
sanguineos. La marcacitn de eritrocitos se ha realizado
introduciendo en el torrente sanguineoc un radiof&rmaco que esta
constituido por un farmaco especifico y un radionucleido que
emite radiacidn generalmente de tipo gamma y permite obtener
imagenes para el estudio de la funcién o estructura de érganos
internos, a través de un detector de centelleo.

Desde gue Towell Richards sugirid gue por sus
caracteristicas el Tecnecio podla ser utilizado en Medicina
nuclear y se disefiaron los generadores de Molibdeno-Tecnecio, es
el Tecnecio 99 metaestable (®°~Tc) uno de los radionucleidos mas
utilizados.

La marcacioén de eritrocitos tiene gran cantidad de
aplicaciones diagnésticas por 1lo cual se han reallizado
innumerables trabajos en 1la bisqueda de mejores técnicas vy
metodos.

En la mayoria de las técnicas de marcaciéon de eritrocitos
con tecnecio se utiliza estafio como agente reductor del tecnecio.
Sin embargo el estafioc se ha utillzado junto con otras moléculas
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tales como el glucoheptonato, pirofosfato o citrato, para
permitir la permanencia del estafio dentro del eritrocito antes
de gue se oxide. Tomando en cuenta el mecanismo de la marcacién
in vitro de los eritrocitos con 99mTc se ha considerado que los
bajos rendimientos de marcacién se deben a proporciones
inadecuadas de los farmacos utilizados y a la naturaleza gquimica
de los mismos.

En el presente trabajo se demostrd gque utilizande la técnica
de marcacién de eritrocitos autdlogos in vitro con citrato-?9~p¢
se obtienen porcentajes de marcacién mayores al 90%. Para ello
se produjeron juegos de reactivos de citrato estafioso, realizando
control de pureza radioguimica a los f&rmacos producidos. Se
realizaron marcaciones variando la concentracién de ion estafioso
para encontrar aquella concentracidén gue permitiera obtener el
porcentaje mas alto de marcacidén. Con la mejor concentraciédn de
ion estafioso se realizaron marcaciones a 20 muestras a las que
finalmente se realizaron controcl de calidad morfolégico de

eritrocitos.



III. ANTECEDENTES

A. Consideraciones generales

Los primeros pasos en el desarrollo cientifico de 1la
Medicina Nuclear fueron dados al descubrirse los rayos Roentgen
en 18395 experimentandoc con tubos de rayos catddicos y con los
trabajos del fisico francés Henry Becquerel al descubrir, en 1886,
la emisidén de particulas subatbomicas procedentes del uranio.

Al estudiar el poder 1ionizante de 1la nueva tradiacién
descubierta por Becgquerel, Ernest Rutherford demostrd 1la
existencia de tres tipos de emisiones a las gque llamdé rayos alfa,
beta y gamma. 8Se demostrd que la desintegracidn de los isbdtopos
radiactivos produce particulas energéticas Y radiacioén
electromagnética, procesos 9gque se acompafian de alteraciones
nucleares(l).

Muchos procesos de emisidon alfa y beta dejan un nacleo en un
estado exclitado, el gue luego wvuelve al estado fundamental con
liberacidtn de rayos gamma (fotones). El espectro de emisidn de
estos rayos gamma es caracteristico de cada nicleo y es atil para
la identificacién de los radioisdtopos. Como consecuencia de su
interacecidén con la materia, los rayos gamma pierden energia a
través de tres mecanismos diferentes, de los cuales el gue
predomina es el gue depende de la energia del fotén gamma(2,3).



1. Generadores

Los reactores nucleares son basicamente grandes instalaciones
especiales gue usan uranio gue actfia como combustible fisionable
¥y cuya reacclidn en cadena es autosustentable y puede ocurrir de
manera controlada(4}.

En Guatemala no se cuenta con reactores nucleares, por esta
razétn se utlliza generadores. Un generador consta de un
radionucleido padre de periodo de semidesintegracidn
relativamente largo, el cual al desintegrarse promueve la
aparicioén de un radionucleido hijo de periodo de
semidesintegracidén corte (anexo A). Un sistema generador para ser
considerado de wutilidad, debe presentar clertas propledades

basicas(4}:

a. Producir un isotopo hijo con alta pureza radioguimica vy

radionucleidica.

b. Seguro y facil de manipular.

= Addecuado para la preparaciéon de radiofarmacos.

d. Estéril y libre de pirdgenos.

e. Capaz de permitir separaciones mualtiples.

£ El radionucleido hijo debe tener un periodo de

semidesintegracién menor de 24 horas.

2. Generador de ®®"Mo-"""T¢

La mayoria de los generadores de *®Mo-?*"Tc esta basado en una
columna cromatografica en la cual el ®*®"Mo se encuentra adsorbido
a una columna de alimina. Debido a la emisién de particulas beta,
el ®°Mo decae a su hijo *®~Tc (anexo A). La separacidn del ®**™Tc
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del radionucleido padre se realiza por simple elucién con solucién
salina isoténica, estérll y apirdégena a través de la columna,
obteniéndose el tecnecic en forma de pertecneciato de sodio. El
elemento padre permanece en el generador. La elucidn puede
realizarse varias veces al dia y utilizarse el nuevo elemento con
fines dlagnésticos. Generalmente los generadores conocidos en la
practica como "vacas", son estériles y por ello el eluido gue se

obtiene puede utilizarse inmediatamente (3,5,6).

3. Detectores

La deteccidn de radiactividad esta basada en la interaccién
guimica o fisica de la radiacidén con la materia. Los sistemas de
deteccién fisica son los mas comunes y estan clasificados en
liguidos, sélidos y gaseosos de acuerdo al medio en el cual tiene
lugar la interaccién. Los detectores de tipo gaseoso son los
utilizados con mayor frecuencla. Estos detectores operan con el
principio general de gue un gas ionizado en el interior de una
camara cargada eléctricamente tiene la habilidad de alterar el
potencial eléctrice entre dos electrodos. Dentro de este grupo
estan los detectores mas antiguos y tienen una gran importancia

dentro de la Medicina Nuclear (5). Los tres tipos mas comunes son:

a. Camaras de ionizaclén, las cuales son usadas para dosimetria
personal y monitores de laboratorio. La mayor aplicacién se
encuentra en la fisica médica, donde son usadas para medir
intensidades o dosis acumulativas de radiacidén gue por tener
una camara de ionizacién de gran wvolumen tienen el espaclo
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suficiente para introducir frascos o jeringas de 50 a 100 ml.
Estos son usados para determinar la actividad que se

administrara a los pacientes (5).

b. Contadores proporcionales, los rcuales son utilizados para

medida de particulas cargadas (5).

s Tubos Gelger-Miller, estos se utilizan para analisis de
radiacién en el ambiente. Cualquier tipo de evento ionizante
produce millones de iones, consecuentemente los detectores gue
operan en esa regién son adecuados para medir todos los tipos
de radiacidén ionizante y para la deteccidn de radiacidn de
bajo nivel como ocurre en los laboratorios donde se trabaija

con radioisotopes (5).

Los sistemas de deteccién fisica pueden también clasificarse
de acuerdo al tipo de impulso generado y de acuerdo a la naturaleza
del fenotmeno fisico producido. Esta Gltima clasificacién incluye
detectores de excitacién y detectores de ionizacidén, siendo mas
comanmente utilizados los detectores de excitacion. Los mas
conocidos de estos detectores son los detectores de centelleo cuyo
fundamento es la propiedad que tienen ciertos cristales gue al ser
excitados por una radiacién incidente y retornar a su nivel
fundamental de energia, emiten £fotones de 1luz wvisible. Estos
fotones pueden ser detectados y registrados por clrculitos
electrébnicos. Este fentmeno puede utilizarse en la formacién de
imadgenes por tubos receptores de televisiodn (5).
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2. Radiofarmacos:

La Organizacidn Mundial de 1la 8Salud ha definido como
radiofarmaco a toda sustancia radiactiva que por su forma
farmacéutica, cantidad y calidad de radiacién emitida puede usarse
en el diagnostico y/o tratamiento de las enfermedades de los seres
vivientes, cualquiera gue sea la via de administracién(l).

Los radiofarmacos pueden deflinirse también como trazadores
metabdlicos compuestos de dos partes: Un radionucleido gque
generalmente es emisor de rayos gamma y un farmaco cuya funcién es
localizarse en un 6rgano especifico y participar en la funcién
fisioldgica del mismo para emitir una radiacién gue sea percibida
por un detector de centelleo(7, 8).

Una de las razones por las que se ha aumentado el empleo de
radiofarmacos es que a través de ellos puede realizarse analisis
utilizando métodos incruentos, no invasives y sin efectuar
modificaciones fisiolégicas. Ademads los radiofarmacos proveen alta
sensibilidad y especificidad (10).

Los trazadores mas ampliamente utilizados son el =:Cr, ®*mT¢
e ***In, los cuales Jidealmente deben tener las sigquientes

caracteristicas (10):

a. No alterar la funcidn ni la vida media de las células.

b. No ser eluido ni zreutilizado después de una destruccién
fisiopatolégica de las células.

2 Ser preferiblemente emisor de rayos gamma con una energia
apropiada para el conteo centelleogréafico y con una vida media
de acuerdo al parametro a ser estudiado.
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La formulacién de las sustancias radiactivas para su uso en
medicina se ha simplificado a medida gue se ha facilitado la
obtencidn comercial de los radionucleidos de corto periodo de
semidesintegracién. Actualmente la marcacién de la sustancia se
lleva a cabo en el momento en que ésta se necesita y en la misma

Radiofarmacia hospitalaria (1).

C. Aspectos histéricos

A principios del presente siglo no sdélo se conocian las tres
principales formas de emisiones radiactivas, sino gue se
descubrieron varios elementos radiactivos nuevos como Torio, Radio
y Polonio, principalmente como resultado de los trabajos realizados
por Maria y Pierre Curié en 1883 (1).

El Tecnecio fue descubierto por Emilio Segre en una placa de
Molibdeno que habia sido usada como deflector en un ciclotrén en
el Laboratorio de Radiacién de la Universidad de Berkly,
California, Estados Unidos. Dicha placa habia estado expuesta a
irradiacién con deuterones por varios meses. En Junio de 1937,
junto con Carlo Pierrer, informdé en la revista Nature gue la placa
mostraba radiactividad debida a isétopos de numero atémico 43.
Después de la Segunda Guerra mundial dicho elemento fue bautizado
con el nombre de Tecnecio, del griego Technetos gque significa
artificial. Este fue el primer elementoc guimico preparado
artificialmente. En julio de 1938 Emilio Segre y Glen A. Seaborg
aislaron ®®Tc y el isémeroc nuclear metaestable, con periodo de
semidesintegracién de 6 horas y con una emisiodon gamma de 140 kev,

- 9 -
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Historia de la Radiofarmacia

La radiofarmacia es una rama de la ciencia que estudia los
aspectos gquimicos, farmacolégicos , bioguimicos y Eisiolégicos de
las sustancias radiactivas gque son utilizadas como trazadores
metabbélicos(4).

Estos compuestos radiactives o radiofarmacos son marcados
principalmente con radionucleidos emisores gamma y son utilizados
primeramente como agentes diagnoésticos. El wuso de un
radionucleido con éptimas caracteristicas nucleares es considerado
fundamental en el desenvolvimiento de cualquier radiofarmaco y el
elemento considerado ideal es el Tecnecio. En la reunién anual de
la Socledad Nuclear Americana de 1958, Walter Tucler informo sobre
las caracteristicas de un generador de Tecnecio a partir del
Molibdeno, llamado generador de #®°Mo-®®*"T¢c y la facilidad de
obtener ®*™Tc a nivel de laboratorio no especializado. Dos afios
mas tarde Towel Richards sugirié gue debido a sus caracteristicas
el ®*®*=Tc podfa ser utilizado en medicina nuclear(5,11).

Desde 1913 Frederick Proescher empezé a utilizar inyecciones
intravenosas de Radio para la terapia de diversas enfermedades vy
aparentemente fue el primero en darle ese uso. Wickham y Degrais
utilizaron también inyecciones de Radioc por via intravenosa para
tratamiento de artritis, neuritis y otras enfermedades pobremente
definidas. 5in embargo en estos paclentes lo gue se logro fue
contribuir a la inducciétn de leucemia y céncer (12).

_.ln_



En los afios 20 se hicieron los primeros intentos para usar
radioisétopos de la naturaleza. En 1926 Blumgart, Yens y Weiss
efectuaron los primeros estudios de circulacidén sanguinea en
humanos por administracién de Radio. En 1928, Lomhult uso Bismuto
radiactivo en la terapia de sifilis (13 - 15).

En 1934, Havesy y colaboradores emplearon por primera vez el
principio de dilucidén isotdpica para la determinacion del volumen
total de agua en el cuerpo humano. En este mismo afio, F. Joliot
e 1. Curie produjeron el primer radionucleido artificial con
aparatos gue ahora parecen mas gue simples(4,12).

Aproximadamente en 1936 los productos de ciclotrones llegaron
a ser utiles (4).

Otra importante aplicacién de 1z medicina nuclear fue iniclada
en 1938 por el doctor John Lawrence, quien empledé el *2P para
tratar leucemia mieloide (16).

Los isbtopos reactores producidos en ciclotrones llegaron a
ser de gran valor en 1946. En ese mismo afio se obtuvo el primer
éxito en la terapia de céncer de Tiroides con ***I (12).

Después de los afios 50 se introdujo nuevos radionucleidos con
propiedades elementales y radiactivas de especial valor para flnes
médicos(13).

En 1951 se empezaron a utilizar en medicina nuclear los

generadores de radioisé6topos o "vacas de laboratorio" (4).

- 11 -



2. Medicina Nuclear en Guatemala

En Guatemala la Medicina Nuclear se inicio 1962 con la
creacion de la Unidad de Medicina Muclear del Hospital Roosevelt,
en la que se realizo estudios de la fisiopatologia de la glandula
tiroides usando *?**I para evaluar la captacion del radionucleido
por dicha glandula y evaluar su estructura vy morfologia glandular
£y,

Los generadores de ***I fueron utilizados por primera vez en
1970 en Guatemala. En esa eépoca no se elaboraban 1los
radiofarmacos, sino se compraban juegos de reactivos comerciales,
gue posterlormente se marcaban (1).

En 1972 se empezd a utilizar i como agente
radiodiagnéstico (17).

El Hospital General San Juan de Dios (HGSJD) inicié sus
actividades en el area de Radiofarmacia Hospitalaria en febrero de
1984, en un convenio de cooperacién con la Direcciédn General de
Energia Nuclear (DGEN). En ese mismo afio se recibid asistencia del
Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA) para realizar
preparacion y control de calidad de radio farmacos en nuestro pais.
En ese mismo periodo se logrd la capacitacién de tres profesionales
en el exterior y se recibidé una donacidédn de equipo. En 1986 se
inicié en dicho hospital el uso de imagenes, pero fue hasta 1989
cuando se emplearon por primera vez los métodos centelleogréaficos
para el diagnéstico de infarto agudo de miocardio (1,17).

Las nuevas instalaciones de la DGEN incluyeron el A&rea
destinada a la Radiofarmacia centralizada; en la cual se realiza
actualmente la produccién de los diferentes radiofarmacos
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liofilizados para marcar con ®*®*™Tc y juegos de reactivos para 1la
marcacion de células sanguineas, distribuyéndolos a la
Radiofarmacia Hospitalaria HGSJD, Radiofarmacia Hospitalaria del
Hospital Roosevelt ¥y a un centro privado de diagnéstico. La
Radiofarmacia Centralizada no s6lo produce los radiofarmacos, sino
es la encargada del control de calidad, distribucién, sintesis de
sales basicas, validacidn de procesos, actividades de investigacién
y asesorlia profesional. Las instalaciones incluyen un Aarea
aséptica, Aarea de lavado y preparacion de material, laboratorios
de investigacidn, de ensayos biolbdgicos y radiactivos, asi como un
bioterio (17).

Las dos Radiofarmacias Hospitalarias de los hospitales
Roosevelt y HGSJD se encuentran en los departamento de Medicina
Nuclear y en ambas se marcan Radiofadrmacos con 22~Tc y se
administran dosis diagnosticas y terapéuticas de *22171, La
marcacién de células sanguineas se realiza Gnicamente en 1la
Radiofarmacia de HGSJD. En ambas radiofarmacias existen Areas
de elucion, radiomarcacion, instrumentaciodn Y desechos

radiactivos (17).

4. Marcacién radioisotépica de eritrocitos

Los eritrocitos radiomarcados (ERM) ocupan actualmente un
lugar destacado en el campo de la medicina nuclear. Utilizando ERM
pueden realizarse estudios de cinética, funcionalismo Y
localizacién sitios de hemorragia gastrointestinal y determinacién
de masa total de eritrocitos (13 - 20).

Los ERM son Gtiles en la deteccidén de focos de hemoptisis
y presencla de sangre en vias biliares, aungue en este Gltimo caso

- 13 -



debe confirmarse por otras técnicas(21}).

La trombosis wvenosa profunda es un problema diagnéstico que
requlere resolucidén precoz ya que en muchas ocaslones son causa de
tromboembolismo pulmonar gue puede resultar letal. Generalmente
menos del 50% de paclentes con este padecimiento presentan
manifestaciones clinicas y en menos del 25% el diagnéstico clinico
es correcto (22).

Los coloides de tecnecio son los trazadores mas usados en la
obtencidén de imagenes esplénicas, sin embargo en situaciones como
bazos ectédpicos o accesorios, malformaciones, lesiones espacio-
ocupantes, traumatismo, etc. las imagenes pueden gquedar mal
delimitadas y en estos casos son de gran utilidad las imagenes

gammagraficas mediante el uso de ERM (21).

4.1 Marcacibém in vitro de eritrocitos con 22=TC

Los primeros trabajos de marcacién jip wvitro de eritrocitos
fueron realizados por Fisher y Haubold en 1968, obteniendo
aparentemente buen rendimiento en la marcacidén. Posterior a estos
trabajos, Welnstein utilizdé la técnica descrita por Fischer pero
encontrd dificultades en 1la marcacién. Burdine vy Schwart
realizaron trabajos similares concluyendo gque no es posible
realizar una marcacidén irreversible de eritrocitos por simple
adicién de pertecneciato (TcO.~) (21).

Berger y Johanssen estudiaron el efecto de agentes reductores
en el proceso de marcacién y a partir de entonces se empezaron a
ocbtener mejores resultadeos (21).

Entre los afios 59 y 61 se empezd a obtener rendimientos
mayores al 95% utilizando un método llamado "pre-estafiizado". Este
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método consiste en incubar los*  eritrocitos  con 8Sn*? ¥y
posteriormente adicionar el pertecneciato gue difunde libremente
al interior de la célula donde permanece al ser reducido por el
estano (21).

También en ese tiempo se tratd de introducir un método de
incubacién previa con pertecneciato y posterior adicién de estafio
pero cayo en desuso debido a la laboriocsidad de la técnica y al
escaso rendimiento de marcacién. Hubo avance en el método de "pre-
estanlizado" con la utilizacidén de juegos de reactivos licfilizados
utilizando sustancias como glucoheptonato, cltrate o pilrofosfato
estanoso, actuando el estafio como agente reductor del
pertecneciato. Con estos juegqos de reactivos se logrd marcaciones
mas comodas y rendimientos superiores (21).

Los métodos de marcacidn con pirofosfato de sodio con estafo
son los mas utilizados en la actualidad, pero la concentracidén de
estafio, wvolumen de sangre, incubacidén y nGmero de lavados con
solucién salina son criticos en la obtencién de. buenos
rendimientos. También tiene importancia el anticoagulante,
considerandose el ACD (acido citrato dextrosa) anticoagulante de
eleccién (21).

2. Marcacidn in vivo de eritrocitos con **™Tc

En 1974 se publicdéd un trabajo sobre la alteracién de la
distribuclién tisular del pertecneciato tras la administracién de
8n*2, Posterior a esto se estudid los efectos de la administracidn
previa de complejos de estalio en la distribucidén in wvivo del
pertecneciato lo cual fue el punto de partida de la marcacién de
eritrocitos in vivo (21).

Basandose en estas observaciones, Pavel propuso una técnica
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en la que se inyectaba pertecneciato 30 minutos después de haber
administrado una cantidad determinada de estafio. La ventaja de
esta técnica era gue no necesitaba de los repetidos lavados ¥y
centrifugaciones de la técnica in vitro (21).

Debido a 1la toxicidad potencial del estafio, Hamilton
establecié la concentracién minima gue permite una marcacién
satisfactoria (21).

Varios autores han encontrado anormalidades en la técnica in

vivo, asi como mejores imagenes con la técnica i

vitro. Esquerre

logro mejorar la tecnica in vivo con la administracidén simultanea
de perclorato y estafio. En todas las técnicas in vivo se ha

logrado un rendimiento del 70 al B85% (21).

4.3 Marcacién in vivo/in vitro de eritrocitos con 99mTc

Debido al escaso rendimiento de marcacién y la pobre calidad
de las imdgenes obtenldas con el método in wvivo, Callahan
introdujo una modificacion combinando los dos métodos anteriores
(21).

Este método consiste en la obtencién de sangre del paciente

gue ha sido previamente estafiizada 1 vivo empleando como

radiofarmacos pirofosfato de sodio, cloruro de estafic o
glucoheptonato. El procedimiento consiste en la incorporacién de
8n*? dentro de la célula. Se extrae la muestra de sangre, se
le agrega soluciones de hipoclorito de sodio o agua oxigenada
como agentes oxidantes, 1los gque permiten gque el estafio
extracelular se oxide. Se adiciona después un agente guelante
como el EDTA, que elimina el Sn*?® extracelular. Finalmente se

adiciona el pertecneciato de sodio gue ingresa a la célula, alli
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es reducido por estafic y queda unido a proteinas, especificamente

a cadenas beta de la globina (3,11,21,23).

4., Mecanismos de transporte, fijacién, estabilidad y elucidén del
trazador.

Seqin Dewanjee, cuando se administra de 2 a 4 mg de
pirofosfato estafioso, un 30 & 40% del estafioco se localiza en
hueso, un 40 a 50% se excreta por via renal y solamente de 5 a
un 8% se localiza en los eritrocitos y permanece unido a la globina
por largo periodo de tiempo. Al administrar el pertecneciato
éste penetra en los eritrocitos utilizando la via de difusidn de
los canales anidénicos y después de ser reducido intracelularmente
por el estafio, se une a la hemoglobina (24).

La distribucién relativa del tecnecio en los componentes del
eritrocito segqln Rehani, es la siguiente: Aproximadamente un 95%
en la hemoglobina (19% en la fraccién Hemo y 76% en la globina)
¥ 5% en la membrana (4.4% en las proteinas ¥ 0.5% en lipidos)
(24).

El mecanismo exacto de fijaclidén in vitro del ®**™T¢c a los
eritrocitos no es del todo conocido, sin embargo Srlivastava en sus

estudios concluye lo siguiente (25):

a. El ion estafioso penetra en el interior de los eritrocitos y
se une fundamentalmente a la hemoglobina.

b. El pertecneciato difunde libremente hacia fuera y hacia dentro
del eritrocito.

[ En el interior del eritrocito el pertecneciato reducido por
el estafio se une a la hemogloblina.
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u | El estafic oxidado, asi como el tecnecio reducido no son
transportados a través de la membrana del eritrocito.

2. El estafio extracelular reduce prematuramente el pertecneciato
inhibiendo 1la entrada de tecnecio y causando bajos
rendimientos de marcaciébn.

E. El eritrocito retiene el estafio por largos periodos de tiempo.

Segan Callahan el transporte del pertecneciato al interior del
eritrocito es Iinhiblido después de Iincubaclién a bajas
temperaturas, lo gque indica gqgue el proceso necesita una alta
energlia de activaciéon. E1 transporte es también disminuido por dos
bien conocidos inhibidores del sistema de transporte anibdnico de
la protelna de banda tres y no es afectado por inhibicién del
sistema de cotransporte de Na/K/Cl. De sus resultados ha concluido
gue es la proteina de banda tres 1la transportadora del
pertecneciato. Esta proteina es uno de los componentes del sistema
de membrana del eritrocite ¥y su funcidén es la unidédn del

citoesqueleto (26,27,28).

En general los farmacos antiarritmicos, diuréticos,
hipotensores ¥y beta blogqueantes pueden afectar la marcacién de
eritrocitos con tecnecio. Por otro lado, se ha observado pobre
calidad de imagenes cardiacas, con intensa actividad renal ¥
vesical en enfermos gue han recibido contrastes yodados previo a

la marcacidén eritrocitaria(2l).
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E. Técnicas actuales en la marcacicn de eritrocitos

Actualmente en el HGSJD se utiliza la técnica in wvivo/in
vitro en la cual se inyecta al paciente pirofosfato de estafio y
después de veinte minutos se le extrae sangre a la que se le

agrega perdxido de hidrégeno, EDTA y finalmente el pertecneciato

de sodio (3).

En el afio de 1993 se realizo un trabajo de investlgacioén en
Cuatemala en el que se pretendia encontrar la mejor concentraclén
de plirofosfato de sodlio y estafic para obtener marcacién superior
al 90%, sin embarge no se logro superar dicho porcentaje de

marcacién con ninguna de las concentraciones (22).

La técnica in vitro propuesta por Brookhaven Natlonal
Laboratory Procedure consiste en la adicidon directa de la sangre
a un tubo conteniendo citrato estafioso, citrato de sodio, dextrosa
y cloruroc de sodio. Adicidén posterlor de EDTA, separacién de una
porcidén de eritrocitos y finalmente adicién de pertecneciato de

sodio (30).
Con la técnica anterior se ha reportado marcaciones de 98%,
mientras gque con técnicas in wvivo han sido de 60 a 90% y con la

técnica in vivo/in vitro han sido superiores a 95% (3,30).



IV. JUSTIFICACIONES

Desde hace algunos afios, en el Departamento de Medicina
Nuclear del Hospital General San Juan de Dios se han empleado
técnicas para la marcacién de eritrocitos autdlogos con el fin de
realizar evaluaciones centelleograficas del sistema wvenoso
profundo, bazo, etcétera.

Inicialmente se utilizo la técnica de marcacion in vitro,
pero implicaba alto grado de manipulacién de los eritrocitoes y
probabilidad de contaminacidn. Posteriormente se introdujo la
técnica de marcacién in wvivo/in wvitro . En esta se inyecta al
paciente cloruro estafioso o pirofosfato estaficso, estafilzandose los
eritrocitos. 8e toma una muestra de sangre, pre-estannizada, se
marca con ?*"Tc y es readministrada al paciente.

Las dos técnicas anteriores a pesar de permitir un buen
porcentaje de marcaclén eritrocitaria y por lo tanto una adecuada
imagen centelleografica, representan mayores molestias al
paciente, pero hasta el momento no se cuenta en Guatemala con una
técnica in vitre que permita adecuados porcentajes de marcacién.
En este trabajo se encontré una concentracién de citrato estafioso
gque permitid estandarizar una técnica de marcacién in vitro con
citrato estafioso y ®**™Tc, con lo cual se persigue disminuir 1la
manipulacién de eritrocitos, disminuir el numero de punciones
venosas a los pacientes; asi como lograr un porcentaje de marcaclén

mayor al 90%.



IV. OBJETIVOS

General:

Estandarizar la técnica de marcaclilén de eritrocitos in vitro

con cltrato-*""*"Tc.

Especificos:

: o2

Producir los juegos de reactivos de citrato estafioso
liofilizadeo para la estandarizacién de 1la técnica in
vitro.

Realizar control de pureza radioquimica al farmaco
producido.

Encontrar la concentracién de estafio gque permita el
mayor porcentaje de marcacién.

Establecer un método in vitro gue permita obtener un
porcentaje de marcacldén mayor al 90%.

Realizar un control de calidad morfoldgico a 1los

eritrocitos marcados.



V. HIPOTESIS

con ??™Pc-citrato estafioso se obtlenen porcentajes de marcacién

mayores al 90%.



Vi. MATERIALES Y METODOS

Universo de trabajo:
Sangre extraida de donadores sanos, de ambos sexos, con

hematocrito normal.

Medios:

1. Recursos humanos
Autor: Ana Esther Barrientos Medrano
Asesores: Licda. Diana Freire de HNave

Lic. Federico Nave Herrera

2. Recursos institucionales
Laboratorio de Radicfarmacia Centralizada de la
Direccién General de Energia Nuclear del Ministerio de
Energia y Minas y Radiofarmacia Hospitalaria del

Hospital General San Juan de Dios.

3. Recursos fisicos

a. Equipo

|

Centrifuga

- Balanza analitica

- Plancha agitadora

- Campana de flujo laminar horizontal
- Microscopio

- Potenciodometro

on il



Incubadora

- Bafio de Maria

Calibrador de dosis (detector de tipo gaseoso)

Contador de centelleo tipo pozo con detector de Nal

Geiger Miiller

Blindajes plomados

Refrigerador

|

Radiocromatégrafo

Cubas cromatograficas

Selladora

Liofilizadora

Generador de ?°Mo - 29mTc

b. Reactivos
- Eluido de Pertecneciato de sodio
- Citrato de sodio

Cloruro estafioso

- EDTA pH 7, al 4.4%

Perdxido de hldrdgeno de 20 vollGmenes

Solucidén salina 0.85%, estéril y apirdgena

Agua tridestilada estéril y apirdgena

Acetona

Metanol al 85%

I

Etanol al 70%

Mitrbégeno gaseoso

Heparina

Dextrosa

Cloruro de sodio
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]

Colorante de Wright
c. Materiales

Jeringas de 5cc.

1

Agujas 21 % 1 1/2 plg.

Algoddn

Viales tipo penicilina, transparentes

Tapones de goma simples

Tapones de goma para liofilizar

Tubos wvacutaliner

Portaviales plomados

Pipetas plasticas

Pipetas volumétricas

Pilpetas pasteur

Tubos pléasticos de 5 y 10 cc para centrifuga

I

Tubos de ensayo de 16 x 100 (10 ml)

Gradillas para tubos de ensayo

Guantes

]

Gabacha plomada

Dosimetro y portapelicula

Mortero y pistilo

I

Papel cromatografico tipo ITLC-sg (Cromatografia

instant&nea en capa fina impregnada con silica gel).

C. Procedimiento:

1. Preparacién de los juegos de reactivos
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da.

b.

Citrato-estafio

Solucidén A: 200 mg de citrato de sodio se disolvieron
en 40 ml de NaCl al 0.85% y se nitrogend la solucién.
Solucidén B: 12 mg de 8SnCl2 se disolvieron en 10 ml de
HCl 0.1 N y se nitrogend dicha solucién por 10 minutos.
8e agregé lentamente solucién B a 1la solucién A,
llevando hasta pH 6 con NaOH 2 N.

En 10 ml de agua tridestilada estéril se disolvieron 330

mg de dextrosa y se unié con A y B.

Fue utilizada la sal dipotasica del dcido
etilendiaminotetracetico, la cual se prepardé agregando
2.205 g en 50 ml de agua destilada y ajustando a Ph 7;

obteniéndose concentraclién 4.4%.

Peréxido de hidrégeno

Con solucién salina estéril y apirégena se prepard una

dilucidén 1:10 de perdxido de hidrégeno de 20 volamenes.

Marcacion jn vitro de los eritrocitos

Se determiné el porcentaje de hematocrito de 1los
donadores, seleccionando solo aguellos con un porcentaje
de 42 a 50 en hombres y 40 a 48 en mujeres.

Por puncién venosa se extrajeron 4 ml de sangre,
utilizando jeringa heparinlzada.

La sangre fue vertida en un tubo vacutainer conteniendo
2.0 pg de citrato de estafio, 3.7 mg de citrato de sodlio,
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3.

5.5 mg de dextrosa ¥y 0.11 mg de cloruro de sodio
(farmaco) o la dllucidn correspondiente, siendo las
diluciones utilizadas:

112, 15, 213110, 1:;30, 1:B8L.0%:a3Disml:4D.
Suavemente se mezcld e incubd en una plancha agitadora
por 5 minutos.

Se agregd 0.3 ml de perédxido de hidrégeno mezclando
suavemente, a continuacién se agregé 1 ml de EDTA al
4.4% mezclando cinco veces por inversién.
Aproximadamente 2 mCi (milicuries) de pertecneciato de
sodio fueron agregados.

Utilizando plancha agitadora se incubé por 20 minutos a

temperatura ambiente (anexo B y C).

Control de calidad

Pureza radiogquimica de Citrato-®*"=Tc

Este control se utilizé para determinar el
porcentaje de marcacién del citrato-estafio con el
tecnecio. Se disolvié el liofilizado de citrato-estafo
con 1 ml de pertecneciato de sodio con una actividad
entre 3 ¥y 5 mCil. Utilizando un vortex se agitdé durante
20 minutos y se dejé reposar a temperatura ambiente
durante 10 minutos, tiempo en el gue se logré 1la
reaccidén completa del citrato-estafio con el
pertecneciato.

Se realizd una cromatografia en capa fina instantanea,

con la cual se separd el complejo clitrato-estafio-

tecnecio (Rf = 1) del tecnecio libre (Rf = 0) debido a
.

PROPEDAG OF LA UNIVERSIIAU OE SAN CARLDS 0E GUA1va, ||
Eib“olgca Centra!




sus afinidades diferenciales hacia la fase estacionaria
Yy a la fase mévil; slendo la primera microfibras de
vidrio impregnadas con silica gel y la segunda solucidn
salina 0.85%.

La cromatografia se corrid y posteriormente se leyd en
el radiocromatégrafo el cual realizd un histograma, del
gue se obtuvo el porcentaje de marcacién.

De la misma manera se realizdé una segunda cromatografia
con acetona comc fase mébvil y flbras de wvidrio
impregnadas con silica gel como fase estaclonaria. En
este caso se separd tanto el tecnecio libre (Rf = 1),
como el complejo citrato-estafio-tecnecio (RE = 0) de
posibles gquelatos gque se hayan formado durante 1la

reaccidn.

b. Control de la marcacién de los eritrocitos

L

ii.

i11.

La sangre marcada se centrifugd a 5000 rpm por 5 minutos
y el sobrenadante fue transferido a otro tubo.
Se midié la actividad en el sobrenadante y en los
eritrocitos utilizando un calibrador de dosis.
El porcentaje de marcacibén se determind utilizando 1la

sigulente formula:

Porcentaje A G R
de = X 100
marcacién AGR + A 8

AGR : Actividad en los glébulos rojos

A 8

Actividad en el sobrenadante
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C. Control de calidad de células marcadas
De cada una de las muestras de sangre utilizadas, se
realizd un frote sanﬁﬁinen unteaqx;ptru después de la
marcacién y se tifieron con cn;uriciﬂn de Wright.
Posteriormente se observaron microscépicamente todos los

frotes contando el numero de crenocitos por mil

eritrocitos.

D. Disefio experimental:

Con la dilucién del farmaco que permitié obtener el mayor
porcentaje de marcacidn se realizd la marcacidédn con un ntmero
de 20 muestras (a = 0.05). Los datos asi obtenidos se
analizaron utilizando una prueba de hipétesis binomial, donde:

Ho: p < g

Ha: p £ g

p= probabllidad de éxito

g= probabilidad de fracaso

Exito= porcentaje de marcacién mayor que 90

Fracaso= porcentaje de marcacién menor gue 90

De acuerdo a la tabla para prueba de hipétesis binomial
{cuando Ho: p = g), con un namero por conveniencia de 20
repeticiones se espera un mAximo de 5 £fracasos para aan
rechazar Ho.

e SR



Se realizé un control de calidad de las células marcadas,
comparando el numero de crenocitos por mil eritrocltos en
las muestras sin marcar con el numero de crenocitos por
mil eritrocitos en las muestras marcadas. Para lo anterlor

se utilizd un disefio pareado y el analisis estadistico fue "t"

de Student para diferencias pareadas.
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VIII. RESULTADOS

Se realizé la produccién de los juegos de reactivos. Posterior
a la produccién del fArmaco se realizaron las pruebas de pureza
radioquimica en las gque se obtuvo un porcentaje de pureza de 98.39%
y 98.03% con acetona y solucién salina respectivamente (CGraficas
No. 1 y 2). Con este control de calidad se comprobd la aptitud del
farmaco para reaccionar adecuadamente con el tecneclo y por 1lo
tanto para probar el método de marcacién.

Con el f&rmaco inicial o control se obtuvo un porcentaje de
marcacién muy abajo del porcentaje necesario para aceptar el
método. Se realizaron marcaciones con diferentes diluciones del
farmaco observandose un marcado ascensoc en el porcentaje de
marcacién al aumentar la dilucién hasta llegar a 1:20. En la
dilucién 1:25 el porcentaje de marcaciédn disminuyé ligeramente
observandose un porcentaje aproximadamente igual en las diluciones
posteriores (Tabla No. 1, Grafica No. 3).

La dilucién 1:20 del farmaco fue utilizada para realizar la
marcacion de las 20 muestras de sangre con el método de marcaciodn
in vitro. En todas las repeticiones del métodoc se obtuvo un
porcentaje de marcacidén mayor al 90% (Tabla No. 2). De acuerdo a
la tabla de hipétesis binomial se rechaza la hipdtesis nula ya que
el ntmero de fracasos fue cero (p < 0.000001).

El control de calidad morfolédglco de los eritrocitos mostré
gue no se produce alteracién celular al utilizar el método de
marcaclién in wvitro (Tabla No. 3, Grafica No. 4).

El numero de crenocitos por mil eritrocitos para las muestras

- Y



antes y después de la marcacidén no es significativamente diferente
pues el valor de t calculado es menor gue el valor de t tabulado

(p = 0.05).
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Las pruebas de pureza radioquimica indicaron gque el porcentaje
de actividad de tecnecio reducido respecto a la actividad total
presente en el radiofarmaco fue aceptable segin el normativo de
ALASBIMN (31,32).

La cromatografia corrida con solucién salina permitidé 1la
separacién del complejo citrato-estafio-tecnecio y el pertecneclato
libre, que migraron hacla el £frente, de posibles impurezas
radiogquimicas (quelatos, oJxidos), ya que las impurezas quedan
retenidas en el origen. En la cromatografia corrida con acetona
como fase mévil el complejo citrato-estafio-tecnecio gueda en el
origen por su afinidad mayor a 1la fase estacionaria y el
pertecneciato migra hacia el frente con la fase mévil. Los
porcentajes de 98.03% y 98.39% con sclucidén salina y acetona
respectivamente indican que 1la reaccién del farmaco con el
pertecneciato fue casi completa y la cantidad de pertecneciato
libre no fue significativa (33).

La formulacién del farmaco fue hecha en base a los datos
reportados por Phan, Ling y Wasnick sin embargo con el farmaco
inicial se obtuvo un porcentaje de marcacién mucho mas bajo al
requerido para aceptar el método. Con cada una de las diluciones
se observé un incremento progresivo del porcentaje de marcacién
hasta obtener el mejor porcentaje con la dilucidénm 1:20 gque
equivaldria a 0.1 mg de citrato estafioso, 0.185 mg de citrato de
sodio y 0.055 mg de cloruro de sodio. Entonces se observa gque al
realizar la técnica de marcacién in vitro son necesarias pequefias
cantidades de citrato estafioso para qQue ingrese a los eritrocitos
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y los peguefios volimenes gue guedan en el plasma puedan ser
oxidados por Ha202 y secuestrados por EDTA. Con lo anterior casli
todo el estafio reducido queda dentro de los eritrocitos. Al
adicionar el pertecneciato a la muestra es minima la cantidad que
es reducida en £]1 plasma y mas de 90% es el gue permanece dentro
de los eritrocitos. En diluciones mayores a 1:20 se observéd un
descenso muy ligero del porcentaje gquiza debido a gque disminuye la
cantidad de estafio disponible para reducir el pertecneciato (30).

Con las 20 repeticiones de la marcacidén se demostrd gque la
presente modificacién del método de marcacién de eritrocitos
autélogos in vitro con ®*®*Tc permite obtener porcentajes de
marcacién superiores a 90%. Los porcentajes estuvieron
comprendidos en un rango de 96.62 t 0.57 lo cual es superlior a los
porcentajes obtenidos con el métode in vivo/in vitro gque es
utilizado actualmente en Guatemala (3, 17).

Todos los frotes realizados antes y después de la marcacioén
de las muestras sanguineas fueron examinados. Debido a gue este
método de marcaclén in vitrg reduce la manipulacién de los
eritrocitos no se produce dafio significativo a dichas células. 8in
embargo en cada etapa del método desde la toma de muestra se
manipuldé suavemente las muestras y se utilizé un agitador de tipo
péndulo. Al realizar el analisis estadistico se demostrd que no
hay diferencia significativa en el numero de crenocitos antes ¥y

después de la marcaclién.

T



X. CONCLUSIONES

Con el farmaco producido se obtuvieron porcentajes de pureza
radioguimica superiores a los necesarios para ser aceptados

segin el normativo de ALASBIMN.

Con las concentraciones del farmaco inicial se obtienen
porcentajes inferiores a las necesarlas para la obtencién de

buenas imagenes centelleocgraficas.

La dilucién 1:20 del farmaco inicial permite los mejores

porcentajes de marcacién con el método in vitro.

La modificacién del método de marcacién de eritrocitos
autélogos in vitro con ®®*™Tc-citrato estaficso permite obtener
porcentajes de marcacién superiores a los obtenidos con el

método utilizado actualmente el Guatemala.

Con la modificacién del método de marcaciédn y con manipulacion
y agitacién suave no se producen alteraciones morfoldgicas

significativas en los eritrocitos.



RECOMENDACIONES
Se recomienda evaluar en pacientes la efectividad del presente

método de marcacidn utilizando examen centelleografico.

Implantar el método de marcacién de eritrocitos autélogos in
vitro con ®*®*~Tc-citrato estafioso en el Hospital General San

Juan De Dios.

Realizar cada etapa del método manipulando suavemente 1las

muestras y utilizando agitador de tipo péndulo.
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A. TABLAS Y GRAFICAS

GRAFICA No. 1

CONTROL DE PUREZA RADIOQUIMICA
CROMATOGRAFIA ITLC - ACETONA
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GRAFICA No. 2

CONTROL DE PUREZA RADIOQUIMICA
CROMATOGRAFIA ITLC-SOLUCION SALINA
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TABLA No. 1

PORCENTAJES DE MARCACION
OBTENIDOS CON LAS DIFERENTES DILUCIONES DEL FARMACO INICIAL

NUMERO DE PORCENTAJE DE
MUESTRA DILUCION MARCACION

1 CONTROL 42.60

2 1:2 62.55

3 1:5 90.67

4 1:10 93.45

5 1:20 95,44

6 1:25 92.22

7 1:30 92.99

8 1:40 93.14
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GRAFICA No. 3

PORCENTAJES DE MARCACION
DILUCIONES DEL FARMACO INICIAL
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Tabla Ho. 2

PORCENTAJES DE MARCACION DE ERITROCITOS

METODO 15_;*2;2 CON CITRATO-®"°"=Tc

NUMERO DE | PORCENTAJE DE | NUMERO DE | PORCENTAJE DE
MUESTRA MARCACION MUESTRA MARCACION
1 96.15 11 96.63
2 96.15 12 96.46
3 96.72 13 96,29
4 97.05 14 95,37
5 96.46 15 96.33
6 96.81 16 96 .40
7 96.54 17 97.02
8 95.62 18 97.07
9 97.64 19 97.08
10 97.38 20 97.29
X = 95::; + 0.57

-




TABLA Be. 3

NUMERO DE CRENOCITOS POR MIL ERITROCITOS
EN MUESTRAS DE SANGRE ANTES Y DESPUERS DE LA MARCACION

No. DE SANGRE SIN SANGRE
MUESTRA HMARCAR MARCADA
1 0 0
2 0 1
3 1 0
4 0 0
5 0 0
6 0 12
7 0 1
F—
8 0 0
9 2 1
10 0 0
11 1] 0
12 0 0
13 0 0
14 0 0
15 0 217
16 1 18
17 1] 0
| 18 1 0
18 0 0
20 0 0




GRAFICA No. 4
COMPARACION DEL RECUENTO DE CRENOCITOS
ANTES Y DESPUES DE LA MARCACION

NUMERO DE CRENOCITOS/1000 ERITROCITOS
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B. DIAGRAMA DE SINTESIS Y DECAIMIENTO
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C. PROCEDIMIENTO
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D. METODO DE MARCACION DE ERITROCITOS
AUTOLOGOS in vitro CON CITRATO-99mTc

Extraccién de 4 ml de sangre por puncitn venosa
utilizando jeringa heparinizada
endo

Transferir a tubo vacutainer conteni
2.0 mg de ciltrato estafioso

2.7 mg de citrato de sodio
5.5 mg de dextrosa
0.11 mg de cloruro de sodio

Mezclar suavemente por 5 minutos
incubar en plancha agitadora

Agregar (0.3 ml de Hz0=z _}

Mezclar suavemente

. Agregar 1.0 ml de EDTA al 4.4%

Mezclar cinco veces
por inversidn

{ Agregar 2 mCi de pertecneciato de sodio -}

=

Incubar 20 minutos a
temperatura ambiente
en plancha agitadora

Realizar control de calidad de la marcacidn
6 readministrar al paciente

o

e



b=t

E. HOJA DE RESULTADOS

Marcacién de eritrocitos autédlogos
in vitrg con clitrato-99mTc

Eﬁn;tn Radiactividad Radiactividad Pnfcantaje
en el en los de
sobrenadante(mCi)| eritrocitos(mCi)| marcacidén
1 40 0.08 2.00 ey 96.15
2 40 0.09 2.25 96.15
3 45 0.08 2.36 96.72
4 39 0.06 1.98 97.05
5 43 0.08 2.18 96.46
6 45 0.050 1.52 96.81
7 42 0.11 3.07 96.54
8 46 0.13 2.84 95.62
9 50 0.057 2.36 97.64
10 41 0.064 2.38 97.38
11 44 0.080 2.30 96.63
12 43 0.081 2.21 96.46
13 41 0.095 2.47 96.29
14 48 0.113 2.33 95.37
15 42 0.104 2.73 96.33
16 40 0.078 2.09 96.4
17 39 0.062 2.02 97.02
18 47 0.050 1.67 97.07
19 45 0.055 1.83 97.08
20 42 0.070 2.52 97 .29
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