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“Our greatest weakness lies in giving up. The most certain

way to succeed is always to try just one more time.”

Thomas Alva Edison (1847-1931)

Este documento foi redigido ao abrigo do novo acordo ortografico da Lingua Portuguesa
(2009).
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Resumo

Dada a atual conjuntura econOmica e social, torna-se cada vez mais importante
rentabilizar os recursos nos servicos de Medicina Nuclear, de modo a reduzir os
custos, nomeadamente na gestdo dos radiofdrmacos utilizados. Neste sentido, os
procedimentos devem ser otimizados e novas estratégias definidas, sem comprometer
a qualidade dos radiof&rmacos e, consequentemente a realizacdo dos exames de
diagndstico e/ou terapia.

Tratando-se de uma pratica com pouco suporte bibliografico, torna-se importante
avaliar a sua influéncia na qualidade do produto final, pois pode ser vantajosa na
gestdo de recursos por parte dos servicos.

Neste estudo, com o objetivo de contribuir para um melhor aproveitamento e gestao de
kits para marcacdo com *™Tc, procedeu-se ao fracionamento de kits de
Hidroximetileno difosfonato (HMDP - Osteocis®), cujas fracdes foram armazenadas no
congelador e refrigerador, para posterior utilizacao.

Ap6s marcacdo das fracdes com ®"Tc, realizou-se o controlo do pH e da pureza
radioquimica, de modo a testar se estariam de acordo com as especificacdes do
fabricante e da Farmacopeia. Simultaneamente analisou-se a influéncia da
temperatura de armazenamento e da idade das fragdes.

Com vista a estudar o padrao de biodistribuicdo dos radiofarmacos obtidos por
fracionamento, efetuaram-se medicdes de atividades nos principais 6rgdos em
murganhos Balb C.

Os resultados obtidos foram comparados aos de um frasco de kit ndo fracionado, isto
€, seguindo as indicacdes do fabricante.

Sendo imprescindivel realizar todos os procedimentos em assepsia, efetuou-se o
controlo bacteriol6gico da camara de fluxo laminar e do refrigerador.

Com base nos resultados deste estudo, constatou-se que: 1) o valor de pH (5,5) do
frasco padrdo e das fragbes se manteve constante; 2) a gama dos valores de pureza
radioquimica das fracdes variou entre 91% e 98%, ndo sendo significativa a diferenca
entre as fracdes refrigeradas e as fragfes congeladas, e em relagédo ao frasco padréo
(98%); 3) os perfis de biodistribuicdo relativos ao frasco padrdo e as fragées foram
semelhantes; 4) as fragcdes podem ser utilizadas até 4 dias apés o fracionamento; 5) a
camara de fluxo laminar e o refrigerador utilizados reuniam as condi¢des de assepsia

requeridas para o estudo.
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Abstract

Given the current economic and social situation, it becomes increasingly important to
capitalize the resources of Nuclear Medicine services in order to reduce costs,
particularly in the management of the radioactive drugs used. In this sense, the
procedures should be optimized and new strategies defined, without compromising the
quality of the radiopharmaceuticals obtained, and therefore the achievement of
scintigraphic studies or radionuclide therapy.

Being a practice poorly supported by literature, it is important to assess its influence on
the quality of the final product, because it may be advantageous in the management of
resources by the services.

In this study, in order to maximize the use of **"Tc-labeled diphosphonates, the
fractionation of HMDP (hydroxymethylene diphosphonate - Osteocis®) kits was
performed, and the resulting fractions were stored in the freezer and refrigerator, for
later use.

After labeling the fractions with®™Tc, the control of pH and radiochemical purity was
performed, in order to test if they satisfy the manufacturer's and Pharmacopoeia’s
specifications.

Simultaneously, the influence of storage temperature and age of the fractions were
analyzed.

In order to study the biodistribution profile of the radiopharmaceutical obtained by
fractionation, the activity retained in the major organs was measured in mice Balb C.
The results were compared to a non-fractionated vial kit, which was labeled with *™Tc
following the manufacturer's instructions.

Being necessary to perform all the procedures under aseptic conditions, a
bacteriological control was carried out in the refrigerator, as well as in the laminar flow
chamber.

Based on the results of this study, it was found that: 1) the pH value (5.5) remained the
same in non-fractionated vial kit and in the fractions; 2) the values of the radiochemical
purity of the fractions ranged between 91% e 98%, being not significant differences
between fractions stored in the freezer and refrigerator, and if compared to non-
fractionated vial kit (98%); 3) the biodistribution profiles of the non-fractionated vial kit
and the fractions were similar; 4) fractions can be used until 4 days after the
fractionation of the vials; 5) the laminar flow chamber and the refrigerator used had the

aseptic condition required for this study.
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Capitulo | — Introdugé&o

Capitulo |

1. Introducéo

Idealmente, para rentabilizacdo dos recursos utilizados nos servicos de Medicina
Nuclear (MN), um frasco de liofilizado para marcacdo com tecnécio-99-mestastavel
(**™Tc) deveria ser utilizado para varios pacientes. No entanto, devido & dinAmica de
trabalho, frequentemente é utilizado para um ndamero de pacientes inferior ao nimero
maximo possivel, o que contribui para o aumento dos custos, tornando-se importante
encontrar alternativas a este problema.

E nesta perspetiva que, em muitos servicos de MN, se pretende realizar a técnica de
fracionamento de kits frios *, ou seja, ndo marcados, para preparacdo de
radiofarmacos. Esta pratica pode vir a revelar-se de extrema importancia, na medida
em que traz vantagens na gestdo e otimizagdo de recursos, constituindo assim uma
mais-valia. O importante, porém, € perceber se se trabalha em seguranca e até que
limite de tempo apdés fracionamento as fracdes podem ser utilizadas. Empregando os
procedimentos de reconstituicdo apropriados, a estabilidade dos kits pode ser mantida
por um periodo que permita maximizar a sua utilizagdo e assim reduzir os custos.

Em Portugal, sdo realizadas em média, por técnico, 92 cintigrafias 6sseas por més, 23
por semana, ou seja entre 4 a 5 por dia . Contudo, como o Dec. Lei n°180/2002, de 8
de Agosto refere, por camara-gama devera existir, no minimo, dois técnicos de
medicina nuclear, como tal, por servico sdo realizadas em média 184 cintigrafias
6sseas por més, 46 por semana, ou seja entre 8 a 10 por dia 2.

Tendo em conta que cada frasco de HMDP (Osteocis®) tem um custo atual de cerca
de 11 euros, é possivel economizar algum dinheiro através da técnica de
fracionamento. Assim, em termos praticos, se um frasco de HMDP for fracionado e as
fracOes utilizadas por exemplo, ao longo de uma semana, 0s gastos dos Servicos de
MN inerentes a compra destes farmacos reduziriam significativamente, com uma
poupanca anual de 80% (Capitulo Il —item 2.4) 2,

No estudo descrito nesta dissertacdo, utilizaram-se 5 frascos de hidroximetileno
difosfonato (HMDP — disponivel comercialmente na forma de kit frio com o nome
Osteocis®), fracionados em consonancia com as necessidades previstas para um

servico de MN. Como tal, foram preparadas fracdes com o objetivo de serem utilizadas

" Geralmente na forma de frascos multidose, constituidos pelos componentes n&o radioativos
da preparacao radiofarmacéutica ™.
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ao longo de uma semana (segunda-feira a sexta-feira), de forma a constatar qual o
melhor método de fracionamento e armazenamento para este farmaco.

Assim, neste trabalho, foram realizados dois tipos de fracionamento por reconstituicdo
dos kits frios de HMDP com determinados volumes de Cloreto de sédio (NaCl 0,9%),
seguindo-se o fracionamento desses volumes em fracdes . Portanto, foram
efetuados dois tipos de fracionamento, o fracionamento |, onde a partir da
reconstituicdo de um unico frasco com 5 ml de NaCl (0,9%) se obteve dez fragbes com
volume de 0,5ml, para estudo de fracdes congeladas e refrigeradas, e o fracionamento
[I, onde cada frasco se destinou ao estudo de um local de armazenamento
(refrigerador ou congelador), apés reconstituicdo com 5ml de NaCl (0,9%), obtendo-se
cinco fragbes de 1ml cada. As fragées foram devidamente armazenadas (refrigerador?
e congelador) e, diariamente, foram retiradas duas fragfes (refrigerada e congelada),
para marcac&do com pertecnetato de sodio (Na®"TcO,) estéril e apirogénio e posterior
controlo da pureza radioquimica segundo as indicagbes do fabricante e da
Farmacopeia portuguesa MR Considerou-se a segunda-feira o dia zero, onde se
realizou o fracionamento dos frascos e imediatamente depois, a marcacdo das
primeiras fragdes com *™Tc. A marcacéo destas fracdes foi efetuada nos frascos dos
respetivos kits, ndo tendo sido sujeitas a alteracbes de temperatura provenientes do
local de armazenamento, refrigerador ou congelador, ao contrario das restantes.

Para cada fracdo marcada, foi realizado o controlo de pH e determinagédo da pureza
radioquimica por cromatografia ascendente em papel (Whatman n°1).

Para servir de referéncia, efetuou-se o controlo de qualidade de um frasco de HMDP,
marcado de acordo com as especificagbes do fabricante (frasco padrédo), ou seja, hao
fracionado. Foi também estudada a possibilidade de usar a cromatografia liquida de
alta pressdo (HPLC do acr6nimo inglés High Pressure Liquid Chromatography) de
algumas amostras do frasco referéncia, como complemento a determinagéo da pureza
radioquimica por cromatografia em papel.

Para determinadas fracbes e para o frasco referéncia foram realizados estudos de
biodistribuicdo em murganhos Balb C. Os estudos de biodistribuicdo envolveram a
administracdo do radiofarmaco nos animais, com dissecacdo dos mesmos e remogao
de determinados Orgdos para contagem das atividades na camara de ionizacao
(atividades superiores a 0,074MBq) ou contador gama (atividades inferiores a

0,074MBq). Estes estudos constituem uma mais-valia ao permitir comparar o padréo

T Com dispositivo de registo das condicbes de temperatura (°C) e humidade relativa (%rh),
capaz de monitorizar valores de temperatura entre -35 e 80°C e de humidade relativa entre 0 e
100%, com gréfico do periodo de estudo em anexo (Anexo I).
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de biodistribuicdo do radiofarmaco apo6s fracionamento, com o do radiofarmaco
referéncia.

Procurou-se obter um conjunto de resultados Uteis para a avaliacao das condi¢cbes de
armazenamento dos kits apds fracionamento e do préprio fracionamento, permitindo
identificar a melhor opgéo, que ndo comprometa a eficiéncia de marcacéo e, assim,

conduzir a rentabilizacdo de kits, reduzindo os custos.

1.1. Objetivos

O objetivo geral deste estudo consistiu em avaliar a influéncia das condi¢cdes de
armazenamento de kits de HMDP, apés fracionamento, na pureza radioquimica e na
biodistribuicdo do radiofarmaco em modelo animal, ap6s marcacao das fracées com
®mTC,

A partir do objetivo geral surgiram como objetivos especificos: comparar fracbes
congeladas e refrigeradas com base nos valores de pureza radioquimica e nos
resultados dos estudos de biodistribuicdo em modelo animal; investigar o efeito da
idade das fragOes; identificar a melhor opcao, para o fracionamento e armazenamento
dos kits, que ndo comprometesse a eficiéncia de marcagédo e, assim, conduzisse a

rentabilizacdo de kits, reduzindo os custos nos servi¢cos de MN.

1.2. Estrutura da dissertacao

Esta dissertacdo encontra-se organizada em 6 capitulos.

Assim, no Capitulo | é efetuada uma contextualizacdo do tema da dissertagédo, sendo
também definidos os principais objetivos.

No Capitulo Il é feita uma analise critica da literatura e definidos os principais
conceitos subjacentes ao tema em estudo, nomeadamente a nivel dos principios
gerais associados a area da radiofarmacia, como marcacdo de kits frios e respetivos
testes de controlo de qualidade, transpondo para o caso especifico do HMDP.

No Capitulo Il é feita referéncia a metodologia utilizada para realizar o trabalho
descrito nesta dissertagdo, mais concretamente, as técnicas de fracionamento
utilizadas e testes de controlo de qualidade realizados, nomeadamente determinacéo
de pH e pureza radioquimica, assim como a metodologia utilizada nos testes de
biodistribuigdo em modelo animal. Neste capitulo também é exposto o procedimento

de controlo bacteriol6gico das superficies e meios de trabalho.
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No Capitulo IV séo apresentados os resultados dos testes de controlo de qualidade
do frasco padrdo e das fracdes de HMDP ap6s marcacdo com **"Tc e do estudo de
biodistribuicdo em modelo animal. Sdo também expostos os resultados obtidos no
controlo bacteriologico.

No Capitulo V efetua-se uma analise critica e discussao dos resultados obtidos.

No Capitulo VI sdo tecidas consideracdes finais e criticas as metodologias
implementadas e aos resultados obtidos. Neste capitulo também s&o referidas
perspetivas futuras que conduzam a uma otimizacdo da gestdo de recursos em

radiofarmacia, tendo em consideracéo os resultados descritos nesta dissertacao.
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Capitulo Il

2. Fundamentos Teo6ricos

2.1. Radiofarmacologia

A radiofarmacologia compreende o design, a producgdo, preparagdo, e controlo de
gualidade dos radiofarmacos, a relacdo entre as suas propriedades quimicas, fisico-
guimicas, bioquimicas e biolégicas, as aplicagdes clinicas, assim como questdes
relacionadas com a gestdo, armazenamento, selecdo, eliminacdo e utilizagédo
adequadas dos mesmos .

Na industria farmacéutica e em muitas especialidades clinicas, observa-se uma
demanda por novos radiofarmacos, que constituem ferramentas cientificas que
contribuem para uma melhoria no diagnéstico e tratamento de diversas patologias .
Atualmente, os esforcos desenvolvidos focam-se na projecdo e sintese de
radiofarmacos com a biodisponibilidade requerida, e elevada atividade especifica, de
modo a que ndo haja comprometimento da captagdo do radiotragador no tecido alvo,
respeitando as boas praticas de fabrico (GMP * do acrénimo inglés Good

Manufacturing Practices) MOl

2.2. Radiofarmaco

Um radiofarmaco consiste numa preparacdo farmacéutica que apresenta um
composto radioativo, sendo usado em MN para fins de diagnostico ou de terapéutica
[e8li12]

Essa preparacéo tera de ser estéril, apirogénea, isoténica e ndo toxica, de modo a
poder ser administrada, em seguranca, a humanos 2.

Qualquer radiofarmaco apresenta como componentes basicos (Figura 2.1):

Vetor quimico

Figura 2.1 — Figura representativa dos componentes de um radiofarmaco

* Fazem parte da garantia de qualidade, assegurando que os produtos sdo produzidos e
controlados de acordo com os padrdes de qualidade apropriados ao uso pretendido.
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a) Radionuclideo, que pode emitir particulas B ou a, eletrdes de Auger, ou
fotdes y. No caso dos fotdes y, estes sdo detetados no exterior do corpo,
fornecendo assim imagens dos 6rgdos ou tecidos em que se localiza o

radiofarmaco 112

b) Vetor quimico, que corresponde a molécula a marcar e permite que ocorra
incorporagdo do radionuclideo na forma quimica adequada, determinando a
distribuic&o in vivo e o padréo fisiolégico do radiofarmaco #I*2,

Em qualquer sistema biolégico, a eliminacdo do radiofarmaco ocorre devido ao
periodo de semivida do radionuclideo (Ty) € a eliminacdo bioldgica do radiofarmaco
12 Cada radiofarmaco apresenta uma semivida biolégica (T,) caracteristica ™. A
semivida efetiva (T.) de um radiofarmaco é fungdo da semivida fisica (Ty,) e da
10][12].

semivida biolégica (T,) (Equacgéo 2.1)

11 +1
Te T1/2 Th

(2.1)
Idealmente, os radiofarmacos para diagnoéstico devem apresentar um periodo de
semivida efetiva cerca de duas vezes superior a duragdo do exame diagnostico, de
modo a minimizar a dose de radiacdo, a maximizar a atividade administrada, e a
melhorar a estatistica de contagem e, consequentemente, a qualidade da imagem 2.
Os radiofarmacos devem fixar-se preferencialmente no 6rgao alvo, apresentando uma
elevada raz&o alvo-fundo .
Até se obter um radiofarmaco para uso comercial, € necessario atravessar um longo
processo legal de licenciamento, passando por estudos pré-clinicos em modelo animal

e estudos clinicos em humanos 2

2.2.1. Radiofarmacos tecneciados

Os kits para marcacdo com *"Tc constituem uma mistura reacional para preparagéo
de determinado radiofarmaco, encontrando-se geralmente na forma de liofilizado, com
reagentes estéreis e de qualidade farmacéutica garantida pelos fabricantes 12,

Estes kits tém como principais vantagens a elevada disponibilidade, rapidez e
faciidade de marcacdo, esterilidade e apirogenia, elevada estabilidade e
reprodutibilidade, longo prazo de validade, e reduzida exposicdo a radiacdo durante a

sua manipulag&o e marcagéo A,
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Em geral, este tipo de kits contém o ligando a marcar, juntamente com o agente

redutor destinado a reduzir o *°™T¢ [oMAI2

1. Os agentes redutores utilizados séo,
geralmente, compostos de estanho [Sn(ll)], como fluoreto, citrato, tartarato ou cloreto,
e apresentam elevada solubilidade em meio aquoso, baixa toxicidade e estabilidade
no liofilizado ™. Deve ser mantida uma concentracdo minima de i&o estanhoso de
modo a garantir a reducdo ™. A necessidade de reduzir o tecnécio livre (*"TcOy)
surge porque se trata de uma espécie ndo reativa em meio aquoso que ndo marca
diretamente os ligandos de interesse, sendo as espécies reduzidas de %"Tc
guimicamente reativas, combinando-se com diversos agentes quelantes (Equacéao

2.2) 2,

99MTc reduzido + agente quelante < °°™Tc¢ — quelato
2.2)

Podem também estar presentes em alguns kits, aditivos, que preservam a integridade
dos radiofarmacos, contribuindo também para uma melhoria da marcacdo e
estabilidade do complexo de ®MTe entre eles os antioxidantes (acido ascoérbico, acido
gentisico e p-acido aminobenzadico), tampdes, catalisadores, solubilizantes e ligandos
labeis, que evitam a degradacé@o da preparacéo e limitam os processos de radiolise
[11][12].

O principio basico de marcacdo com *™Tc envolve a reducéo do **Tc, no estado de
oxidacdo +7, para um estado de oxidacao inferior que permita ligar-se aos ligandos de

interesse (12113

. Assim, o metal pode atingir varios estados de oxidacdo e de
coordenacdo, dando origem a diferentes radiofarmacos, a partir da simples

reconstituicéo de diferentes kits 4.

2.2.2. Radiofarmacos tecneciados com aplicacées em estudos 6sseos

Tanto os fosfonatos como os fosfatos apresentam avidez para o tecido 6sseo, sendo
marcados com ®"Tc para obtencéo de imagens do sistema esquelético 2.

Existem dois tipos basicos de derivados de polifosfatos, tais como os fosfatos
inorgénicos, que apresentam ligagbes fdsforo-oxigénio (P-O-P), e os fosfatos

2 Os fosfatos

organicos, que apresentam ligagbes fosforo-carbono (P-C-P)
inorganicos constituidos por uma Unica unidade P-O-P sao pirofosfatos, enquanto os
que sdo constituidos por mais que uma unidade P-O-P designam-se polifosfatos *2.

Estes ultimos sofrem hidrélise in vivo pela fosfatase alcalina, que os transforma na
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unidade bésica, os pirofosfatos 2

. Uma vez que as ligacbes P-C-P dos fosfatos
organicos sdo mais resistentes a hidrolise da fosfatase, estes compostos sdo mais
estaveis in vivo, 0 que resulta numa eliminagcdo sanguinea mais rapida e numa
captacéo 6ssea mais elevada comparativamente aos fosfatos inorganicos 2.

A marcacdo de fosfatos com ®™Tc¢ envolve a reducéo do pertecnetato com um sal
estanhoso ™. Uma vez que estes ligandos s&o relativamente fracos, verifica-se
alguma tendéncia para reoxidacéo dos complexos a **"TcO,’; contudo, este problema
€ controlado pela adicdo de antioxidantes como acido ascorbico ou acido gentisico e
pelo uso de concentracdes de estanho [Sn (11)] superiores & do frasco original 2],

Os agentes 6sseos mais comummente utilizados sédo fosfonatos, designadamente o
metileno difosfonato (MDP) e o oxidronato (HMDP), fornecidos comercialmente por
diferentes fabricantes, com composicdes ligeiramente diferentes como o Draximage® e

o Technescan™HDP, respetivamente I,

Nesta dissertacdo é abordado o HMDP (Osteocis®), uma vez que era o farmaco
utilizado no servico de MN da Fundagdo Champalimaud para aquisi¢cdo de cintigrafias
0sseas.

Saliente-se que a farmacocinética do HMDP é mais rapida que a dos restantes

agentes 6sseos

. Trata-se de um agente 6sseo com facil preparacdo, elevada
pureza radioquimica e razfes fémur/musculo e fémur/sangue, as 2 horas apos
administracdo em ratos, superiores ao MDP, &cido hidroxietano difosfénico (HEDP) e
pirofosfato (PYP) ™.

A estrutura quimica e molecular dos complexos formados com ligandos MDP e HMDP
(fosfonatos) ndo é conhecida, uma vez que nao se formam espécies quimicas Unicas,
mas sim misturas poliméricas de cadeia curta e longa . Contudo, correspondem
provavelmente a misturas de complexos de Tc (lll) ou Tc (IV), que se fixam no 0sso
mediante adsor¢cdo na fase mineral do mesmo, a hidroxiapatite (Caio(PO4)s(OH),)

(Figura 2.2.) "4,

OH OH
P—© P——o0O
H N\
\c/ oH HD\\C/ \DH
- OH OH
H \ / nd \ /
P—0 P00
\ N\
OH OH

Figura 2.2 - Estruturas quimicas dos fosfonatos MDP e HMDP, respetivamente.
Imagem adaptada de Castro L. et al %
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2.2.3. Kit frio de HMDP (Osteocis®)

O kit de Osteocis® é fornecido numa embalagem composta por cinco frascos de vidro,
devidamente encapsulados (Figura 2.3). Cada frasco contém um liofilizado de cor
branca, com a seguinte composicdo qualitativa e quantitativa “I*22!:
e Oxidronato de sddio (molécula a marcar): 3.0mg

o Cloreto estanhoso dihidratado (agente redutor): 0.45mg

e Acido ascorbico (agente estabilizador): 0.75mg

e Cloreto de sodio (solubilizante): 10.0mg

SI1ID20ALSO

OSTEOCIS

2 veved L
ww

( b a Sreoc f‘?:ggg}.

Figura 2.3 - Frascos de Osteocis® - IBA molecular, usados no servico de MN da Fundac&o
Champalimaud

2.2.3.1. Procedimento de marcac&o do kit frio de HMDP (**"Tc-HMDP)

A marcacéo do kit frio de HMDP com **™Tc envolve as seguintes etapas “PII231:

1) Eluicdo do gerador de molibdénio-99/tecnécio-99-metastavel (**Mo/*"Tc) e
respetivo controlo de qualidade do eluido®;

2) Inspecéao cuidadosa do frasco do kit, de modo a verificar a data de validade e o
aspeto do liofilizado;

3) Remocao da capsula do frasco e limpeza do septo com material esterilizante;

4) Colocacéo do frasco num contentor de chumbo devidamente identificado;

5) Com uma seringa devidamente protegida, remog¢do de uma atividade entre
0,74 e 11,1GBq (20 e 300mCi) de eluido (*"Tc), e perfazer com soro fisiolégico
até 2 a 10ml. Introducéo da atividade no frasco do kit e, sem remocé&o da agulha,
remocao de um volume equivalente de azoto;

6) Agitacdo durante 2 minutos, para completa dissolucéo;

7) Incubagédo durante 15 minutos a temperatura ambiente.

$ Abordado no Capitulo Il — item 2.3.
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A marcacdo inadequada do kit pode repercutir-se na biodistribuicdo do *™Tc-HMDP,
surgindo nas imagens estruturas que usualmente néo fazem parte do perfil normal de

biodistribuicéo do radiofarmaco (Tabela 2.1) 2426127,

Tabela 2.1 — Efeitos causados na cintigrafia 6ssea por deficiente marcacéo de um kit de HMDP

Fator de erro Efeito no radiofarmaco Efeito naimagem

Presenca de ar no frasco .
Captagdo aumentada na

tiroide (imagens precoces),
assim como na mucosa
Baixa pureza radioquimica géstrica, trato gastrointestinal
e glandulas salivares

~ 99 -
Preparagfes com tempo Presenca de ~""TcO,4
superior ao aconselhado

Quantidade insuficiente
de ido estanhoso

Presenca de ides Formagao de coloides Captacdo hepéatica difusa e
aluminio Baixa pureza quimica reduzida captacdo 6ssea

Captacdo no figado, rins,
pH aumentado estdmago, vesicula biliar e

H inad d trato gastrointestinal
pH inadequado

pH diminuido Captagdo no estbmago e
Presenca de *"TcO, figado

Apo6s marcacdao, este radiofarmaco apresenta uma estabilidade de 8 horas e deve ser

armazenado a uma temperatura entre 2 a 8°C P28,

2.2.3.2. Propriedades farmacocinéticas e biodistribui¢cao

O *"Tc-HMDP administrado intravenosamente é rapidamente distribuido pelo espaco
extracelular, iniciando-se a captacdo 0ssea quase imediatamente, cerca de 30 minutos
apos a injecdo, sendo que 10% da dose inicial continua no sangue "I, A1, 2 3 e 4
horas ap0ls injegcdo os valores de atividade no sangue vao diminuindo, sendo
respetivamente, 5, 3, 1.5 e 1% “I],

A taxa de localizacdo de um radiofarmaco num determinado 6rgdo esta relacionada
com a sua taxa de depuracdo plasmatica, a qual se pode obter através da medicdo da
atividade plasmética de amostras sanguineas recolhidas em diferentes intervalos de
tempo ap6s injecdo %

A excrecao de um radiofarmaco deve ocorrer 0 mais rapidamente possivel, de modo a

2 No caso do *™Tc-HMDP, a eliminagéo é

reduzir a dose de exposicéo a radiacao !
efetuada pelos rins, sendo que cerca de 30% da atividade administrada é eliminada na

primeira hora, 48% passadas duas horas e 60% passadas seis horas “I°!,

10
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Os estudos de biodistribuicdo sdo essenciais para estabelecer a eficacia e utilidade
dos radiofarmacos, e incluem a distribuicdo nos tecidos, tendo em conta a depuracdo
plasmaética e a excrecdo 218,

O padrdo de biodistribuicido normal do **"Tc-HMDP caracteriza-se pela captacéo
simétrica e homogénea nos 0ssos do esqueleto, podendo ser visualizados os 6rgaos

excretores, rins e bexiga, assim como incorporacdo nos tecidos moles (Figura 2.4) ™.

>
.
-
-
:
-~
&
»
.
:

Figura 2.4 — Padrao normal de imagens de varrimento de corpo inteiro obtidas 3 horas apos
administracdo de 9™ Tc-HMDP, projecBes anterior e posterior com menor (esq.) e maior intensidade (dta.)

Nos estudos de biodistribuicao, o radiofarmaco € inicialmente administrado em animais
como coelhos, ratos ou murganhos, que sao sacrificados em diferentes intervalos de
tempo, e os seus 6rgdos removidos M8 As atividades dos diferentes 6rgdos sdo
posteriormente medidas e comparadas, numa camara de ionizagdo ou contador gama.
O padrao tipico de biodistribuicéo de **"Tc-HMDP em murganhos, 1 hora apés injecéo,
€ marcado por elevada captacdo 6ssea (fémur), e excrecdo hepatica e renal (Tabela
2.2) 8,

11
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Tabela 2.2 — Valores de atividade injetada por 6rgéo (% A.l./6rgéo) e por grama de 6rgéo (% A.l/g), 1
hora ap6s administracéo de **"Tc-HMDP em ratos nos principais 6rgéos ™

Orgéo % A.l/6rgdo % A.llg
Osso =50 =2

Figado <3 <05
Rins <3 <1

Estudos de biodistribuicdo em ratos Fischer 344, 3 horas apds administracdo dos
radiofarmacos **"Tc-MDP (Osteolite™) e *"Tc-HMDP (Osteoscan™), indicam que
ambos apresentam carateristicas in vivo semelhantes. No entanto, o **"Tc-MDP
apresenta uma fixacdo mais elevada no osso comparativamente com o **"Tc-HMDP
(Tabela 2.3) !,

Tabela 2.3 - Valores de % A.l./g de 6rg3o a 1 e 4 horas ap6s administracio de *™Tc-MDP em murganhos

Balb C, e as 3 horas ap6s administracio de **"Tc-MDP e *™Tc-HMDP em ratos Fischer 344 281129

% A.l./g 6rgéo
#MTc-MDP #MTc-MDP #MTc-MDP 9MTc-HMDP
Orgéo GE Healthcare GE Healthcare Osteolite™ Osteoscan™
1 hora 4 horas 3 horas 3 horas
(11-15g) (11-15g) (125-145g) (125-145g)
0sso (tibia) 2,81+0,42 2,54 + 0,57
) 17,1+2,4 19.8+1,5

osso (fémur) 2,64 +0,44 2,40 + 0,57
musculo 0,5+0,1 0,4+0,1 0,009 + 0,004 0,008 + 0,002
sangue 0,4+0,1 0,28 + 0,02 0,034 + 0,008 0,032 + 0,010

rins 24+04 2,2+0,3 0,97 £ 0,43 0,83 +0,15
estdbmago 1,0+0,7 15+04 0,048 + 0,23 0,053 +£0,014
coragdo 0,3+0,2 0,6 +0,1 0,014 + 0,002 0,022 + 0,007

intestino 0,24 £ 0,04 0,6 0,1

Efeitos toxicos dos radiofarmacos, incluindo danos nos tecidos, disfuncdes na

fisiologia dos 6rgdos e até morte do animal, devem também ser avaliados 2.

2.3. Controlo de Qualidade (CQ)

Uma vez que os radiofarmacos irdo ser administrados a seres humanos, torna-se
imperativo que 0s mesmos sejam submetidos a rigorosos testes de CQ, que envolvam
medicdes especificas de forma a garantir a pureza, seguranca e eficacia dos

radiofarmacos EIeI0ILLIIA2]L8]

12
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Qualquer radiofarmaco tecneciado e até mesmo o ido pertecnetato, obtido através da
eluicido do gerador *Mo/®"Tc, devem obedecer as especificacdes exigidas pela
Farmacopeia de referéncia, devendo-se proceder a determinacdo do pH e pureza
radioquimica, e no caso do eluido, também a determinacdo da pureza radionuclidica e

teor em aluminio P12,

2.3.1. Determinacéo do pH

Todas as preparacdes radiofarmacéuticas apresentam determinados valores de pH
que condicionam a sua estabilidade e integridade 12,
Por norma, a medicdo do pH é efetuada qualitativamente com recurso a papel

indicador de pH e envolve as seguintes operacdes:

a) Colocacdo de uma aliquota do radiofarmaco sobre a tira de papel indicador de
pH;

b) Comparacgéo da coloracdo obtida na tira com a escala de cores padréo.
O valor de pH é variavel consoante o radiofarmaco, sendo que alteragdes significativas
podem conduzir a formagdo de espécies radioquimicas diferentes, degradar a
estabilidade in vitro e consequentemente alterar 0 seu comportamento in vivo e a sua
biodistribuicéo !,
No caso do *"Tc-HMDP o valor de pH deve encontrar-se entre 5,0 e 7,0, enquanto o

referente ao eluido deve encontrar-se entre 4,0 e 8,0 WEIEITILLIE0]

2.3.2. Pureza radioquimica

7

A pureza radioquimica € definida como a proporcdo entre a radioatividade do
radionuclideo sob dada forma quimica e a radioatividade total devida a esse
radionuclideo MI8ILOI11I12][25](31]132]

A presenca de impurezas radioquimicas pode resultar de problemas aquando da
marcacgdo, tais como pH desadequado, presenca de oxigénio ou temperaturas
inadequadas, processos de radidlise devido ao uso de atividades especificas e
concentracdes radioativas ndo recomendadas 223}

Elevadas quantidades de impurezas radioquimicas na preparacdo radiofarmacéutica
conduzem a alteracdes da biodistribuicdo e a uma reducdo da qualidade das imagens

obtidas, podendo interferir com o diagndstico BI?5127,

13
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O tecnécio livre (*"TcO,) ou o tecnécio hidrolisado ou reduzido (**"TcO,) s&o

exemplos de eventuais impurezas radioquimicas em radiofarmacos tecneciados
[10][21][12]

O *™TcO, pode surgir devido & ndo reducdo do *"Tc pelo estanho durante o
processo de marcacgdo, devido a presenca de oxigénio no frasco do kit, principalmente
antes da adicéo de ®™Tc, que pode oxidar o id0 estanhoso M2 Na sequéncia de
processos de radidlise da &gua ou outros produtos presentes na preparacdo, a
presenca de oxigénio no frasco pode potenciar a producdo de radicais livres que

- [10][11][12]

levam & formac&o de **"TcO, Esta espécie radioquimica gera artefactos nas

imagens obtidas, nomeadamente visualizacdo ndo desejada de glandulas salivares,
tiroide e mucosa gastrica 427,

O *™TcO, encontra-se na forma de particulas coloidais que s&o fagocitadas pelas
células endoteliais do sistema reticulo endotelial, fixando-se no figado, bago e medula
6ssea 7,

A determinacdo da pureza radioquimica requer a separacdo das diferentes espécies
guimicas existentes na preparacao radiofarmacéutica e é efetuada usualmente através
de métodos cromatogréaficos, por cromatografia planar (cromatografia em papel;
cromatografia em camada fina: TLC (do acronimo inglés Thin Layer Chromatography);
ITLC (do acrénimo inglés Instant Thin Layer Chromatography); eletroforese, ou por
cromatografia em coluna (permeacéo gel; permuta iénica; HPLC) MFI*2 Recorre-se a
métodos de cromatografia liquida em que os diferentes componentes sdo separados
com base na diferenca das suas interagfes, utilizando-se uma fase estacionéaria ou
mével 2. A fase estacionaria pode ser sélida (TLC ou ITLC) ou liquida (na maior parte
dos sistemas de HPLC), sendo que a fase moével é sempre liquida .

Os métodos mais utilizados na radiofarmécia hospitalar sdo a cromatografia em papel
e a ITLC, que apresenta a vantagem de ser mais rapida que a cromatografia em papel
1122 pos diversos suportes disponiveis comercialmente, as placas ITLC com fibra de
vidro impregnada com Silica Gel (ITLC-SG) ou com &cido silicilico (ITLC-SA) sdo as

mais comuns 112,

2.3.2.1. ITLC e cromatografia em papel

s

Tanto na cromatografia em papel como na ITLC, é colocada uma aliquota da
preparacgdo radiofarmacéutica no ponto de aplicagdo ou origem da tira (Rf=0), seguida
da imersdo da mesma num solvente apropriado, até ser atingida a frente de solvente
(Rf=1) (Figura 2.5) [®I1],
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Rf=1 2 Frente de solvente
‘ Espécies radioativas
v )
Rf=0 A\ /4 Ponto de aplicacédo

Figura 2.5 - Tira cromatogréfica identificada com a origem da tira e frente de solvente

Os solventes mais frequentemente utilizados sao metanol/agua (85% V/v),
metiletilcetona (MEK) e NaCl 0,9% Pt

Na radiocromatografia, o Rf de um composto € definido como a medida da distancia

de migracédo (Equacéo 2.3) it

Distancia do centro da mancha a origem

Distancia do solvente a origem
(2.3)
Quando o Rf corresponde a um, significa que o componente migrou até atingir a frente
de solvente, mas quando o Rf é igual a zero, mostra que 0 componente permaneceu
no ponto de aplicacdo (origem) 2]
Posto isto, para determinacdo da pureza radioguimica de um radiofarmaco, devem-se
seguir as seguintes etapas ™
1) Preparacdo do(s) solvente(s) adequado(s) na(s) respetiva(s) tina(s)
cromatogréfica(s) que devem ser mantida(s) fechada(s) para saturacdo da
atmosfera;
2) Marcacao da(s) tira(s) cromatografica(s) em Rf=0, Rf=1 e na(s) zona(s) de
corte;
3) Aplicacdo da gota do radiofarmaco a estudar na linha de partida da(s) tira(s);
4) Desenvolvimento da cromatografia na(s) respetivas(s) tina(s) por cromatografia
ascendente;

5) Apds ser atingida a frente de solvente, remocao da(s) tira(s).
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Terminada a cromatografia, as tiras sdo removidas do recipiente que contém o
solvente, deixadas secar e sdo contadas numa camara de ionizacdo ou lida a

distribuicdo de radioatividade ao longo da tira num radiocromatégrafo (Figura 2.6) .

Figura 2.6 - Radiocromatdgrafo LB 2723 Berthold existente no IST/ITN

Em radiocromatografia podem surgir artefactos devido a diversos fatores,
nomeadamente ao uso de fase movel incorreta, uso da fase modvel correta mas
contaminada, contaminagao da tira fora do ponto de aplicagédo, contacto das tiras com
as paredes humidas da tina cromatogréafica ou de outro recipiente de cromatografia,
contaminagdo com outros radiofarmacos aguando da aplicacdo da aliquota, incorreta
aplicacdo da aliquota, volume insuficiente ou excessivo de fase movel, mistura
insuficiente dos componentes da fase movel, contaminagcdo das pingas ou tesouras

utilizadas na manipulacéo das tiras cromatogréficas 2.

A quantificacdo da pureza radioguimica (%) é baseada na seguinte equacgéo
(Equacéo 2.4)
atividade na forma quimica pretendida

% pureza radioquimica = Tfividade total x 100

(2.4)

No caso do eluido, a pureza radioquimica deve ser igual ou superior a 95%, sendo
utilizado um Unico sistema cromatografico constituido por fase movel de metanol/agua
(80/20) e papel Whatman n°1 como fase estacionaria °I"I*!! Neste sistema, 0 " TcO,
apresenta Rf=0,6 ™. As eventuais impurezas radioquimicas correspondem a espécies
reduzidas de tecnécio hidrolisado (**"TcO,) que ficam na origem da tira, com Rf=0 ™.

Porém, a separacdo de diferentes espécies radioquimicas através de um unico
sistema cromatografico pode nado ser possivel, sendo necessario conjugar dois

sistemas, como é o caso do *"Tc-HMDP (Osteocis®) em que o fornecedor sugere dois
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sistemas cromatograficos para determinacdo da pureza radioquimica (Tabela 2.4)
[41[51[12][33]

Tabela 2.4 - Sistemas cromatogréaficos sugeridos pelo fabricante para determinagdo da pureza
radioquimica do " Tc-HMDP Pl

Método | Método Il
Sistema A Sistema B Sistema A Sistema B
ITLC-SG GELMAN ITLC-SG GELMAN Whatman 17 Chr Whatman 17 Chr
Fase ou Whatman n°1
estacionaria Zona de corte Zona de corte
(adsorvente)
Rf=0,1 Rf=0,9 Rf=0,15 Rf=0,4
Fase mével _ Metanol-Agua
NaCl 0,9% Acetona-Metanol NaCl 0,9% g
(solvente) (1/1) (85/15 VIV)
9MTcO, Rf=0-0,1 Rf=0-0,9 Rf=0 Rf=0
Omreo, Rf=0,1-1 Rf=0,9 -1 Rf=0,6 Rf=0,8
M Tc-HMDP Rf=0,1-1 Rf=0 Rf=1 Rf=0

Para o ®™Tc-HMDP, as percentagens de tecnécio hidrolisado e de tecnécio livre séo
calculadas a partir dos resultados obtidos com os sistemas A e B, respetivamente,

através das equagdes (Equago 2.5 e Equagéo 2.6) I\

(inicio da tira)™

o/ 99m : : -
% " Te hidrolisado = o e total da fira A) * 1 °°
(2.5)
9% M6 livre = (final da tira)tt 100
o eIV = O tividade total da tira B)
(2.6)

A percentagem de complexo (pureza radioquimica) é calculada através da equacao
(Equagdo 2.7) el

% " Tc HMDP = 100% - (% *"Tc hidrolisado + % *"Tc livre)
(2.7)

A percentagem de *™Tc-HMDP (pureza radioquimica) devera ser superior a 95%, e a

percentagem total de ®™Tc hidrolisado e de *"Tc livre devera ser inferior a 5% I8,

” Se ITLC-SG (Rf= 0 - 0,1), se Whatman 17 Chr (Rf= 0 — 0,15).
™ Se ITLC-SG (Rf= 0,9 — 1), se Whatman 17 Chr (Rf= 0,4 — 1).
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2.3.2.2. HPLC

O HPLC apresenta elevada resolugcao, sendo muito Gtil no desenvolvimento de
radiofarmacos, uma vez que permite separar e identificar praticamente todas as

eventuais impurezas radioquimicas da amostra (Figura 2.7) 220,

Figura 2.7 - Sistema de HPLC do IST/ITN

A reduzida dimensao das particulas faz com que a area superficial disponivel para a
permuta seja elevada, o que conduz a uma maior resolucédo 12,

A amostra € injetada através de uma seringa e, de seguida, o eluente arrasta-a para o
sistema de HPLC, a presséo controlada assegurada por uma bomba. Existe um
detetor gama que monitoriza os diferentes tempos a que 0s varios componentes
radioativos da amostra saem da coluna, sendo identificados pelo correspondente
tempo de retencéo (tr), que corresponde ao intervalo de tempo entre a injecéo e a sua
detecao pelo detetor 8%,

A maior vantagem do HPLC esta relacionada com a sua elevada resolucao (Ry), isto €,
com o grau de separacdo entre dois picos adjacentes 3B,

A principal limitagdo do HPLC ¢é a retencéo de *™Tc hidrolisado no topo da coluna, néo
sendo contabilizado como impureza, o que leva a uma sobrevalorizagdo da pureza
radioquimica, sendo muito importante o controlo da atividade injetada e da atividade
eluida. Pode também ocorrer retencao de Sn (ll) na coluna, o que faz com que, nas
andlises seguintes, possa haver reducéo adicional do *"TcO,’, obtendo-se assim uma
pureza radioquimica sobrevalorizada 2%,

No sistema de HPLC utilizam-se colunas com particulas de silica de pequenas
dimensdes (5-10um) revestidas com a fase estacionaria "2, Geralmente as colunas
de HPLC séo de tubo de aco, com 2-5mm de diametro e 15-30cm de comprimento,

que contém o enchimento ™2,
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Um dos métodos de HPLC mais usuais € o HPLC de fase reversa, em que sao
utilizadas colunas com uma fase estacionéaria apolar, que sdo cadeias alquilicas com
atomos de carbono, ligadas quimicamente a silica, sendo as mais comuns a Cg € Cyg
2 No HPLC de fase reversa, utiliza-se como eluente uma solucdo tampdo em meio
aguoso e um solvente organico designado por modificador (acetonitrilo, metanol), em

pequena percentagem 2

2.3.3. Pureza radionuclidica

A pureza radionuclidica € definida como a proporcéo entre a radioatividade devida ao

7][10][12][31](32]

radionuclideo em causa e a radioatividade total da amostra ! . Como tal, a

determinagdo da pureza radionuclidica requer determinacdo da identidade e
quantidade de todos os radionuclideos presentes H7122125,

As impurezas radionuclidicas podem ter efeitos significativos na dose de radiagéo total
do paciente e na qualidade das imagens obtidas, dai a extrema importancia do
controlo rigoroso dos niveis de impurezas radionuclidicas dos radiofarmacos 2132,

No caso do *™Tc, a principal impureza radionuclidica é o **Mo devido & eventual
eluicdo de pequenas quantidades de Mo juntamente com **"T¢ %2,

O **Mo é determinado por atenuagdo y, numa camara de ionizacdo, sendo que a
determinac&o se baseia nas diferentes energias do **Mo (740keV) e do *"Tc (140keV)
(231 - Assim, usando uma blindagem de chumbo (cerca de 6mm de espessura), a
radiacdo do *™Tc é completamente absorvida, enquanto a radiacdo devida ao *Mo é
detetada ™3, A contaminacdo por **Mo deve ser inferior a 0,1% da radioatividade

total da amostra, e é dada através da expresséo (Equacéo 2.8) ClI7lizt:

Atividade medida com protegao
%Mo = —— : — x 100
Atividade medida sem protecgao

(2.8)
2.3.4. Pureza quimica

A contaminacdo do eluido por aluminio pode dever-se a degradacdo da coluna de

alumina (Al,O3) do gerador, por aquecimento excessivo ou por tratamento com

solucBes fortemente acidas o2

O teor em aluminio determina-se através de métodos colorimétricos, com recurso a

O Cada kit fornece tiras que contém o agente

1>

kits disponiveis comercialmente
complexante do aluminio (Aluminon) e uma solucdo padréo de aluminio (A
2.8) o,

) (Figura
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Bioby ©
| vacomast

Sl

Figura 2.8 - Kit utilizado para determinacdo da pureza quimica do eluido (Biodex) 34)

Ao aplicar-se uma aliquota de eluido e uma aliquota de solucdo padréo de AI** numa
tira, compara-se a intensidade de cor das manchas resultantes. Se a cor da mancha
do eluido for mais intensa que a da solugdo padrdo, significa que apresenta uma

quantidade excessiva de aluminio, e como tal ndo devera ser utilizado BICI4I32]

A presenca de aluminio pode interferir com a preparagéo de diferentes radiofarmacos
de *™Tc, uma vez que pode competir na ligacdo quimica com os ligandos presentes
nos kits a marcar com **"Tc ™. No caso dos difosfonatos, pode ocorrer formacéo de
radiocoloides, o que leva & captacdo hepatica e esplénica ™. Elevados niveis deste

elemento podem ser tdxicos para os pacientes B4,

O teor de aluminio devera ser inferior a 10ug Al/ml de eluido 1O,

2.4. Fracionamento de kits de radiofarmacos

Esta pratica consiste na reconstituicdo de um kit liofilizado de um farmaco com um
determinado volume de agua destilada ou NaCl 0,9%, segundo as indica¢des técnicas
recomendadas pelo fabricante, e fracionamento desse volume em diversas fragcoes,
que serdo posteriormente armazenadas a temperaturas entre -10 e -70°C, para
utilizacao futura 4135136,

A vantagem deste procedimento reside no facto de permitir maximizar o uso do
liofilizado, uma vez que possibilita a marcacdo das fragcbes de um dado kit, em
diferentes momentos, ao invés de se utilizar um frasco de kit para um s6 dia,
reduzindo assim os custos.

No caso do HMDP (Osteocis®), a utilizacdo de fracSes pode levar a reducdes

significativas nos gastos dos servicos de MN (Tabela 2.5) 2.
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Tabela 2.5 — Custos monetéarios e montantes economizados associados ao fracionamento e ao néao
fracionamento de frascos de HMDP (Osteocis®)

Sem fracionamento Com fracionamento Montante economizado

Custo semanal 53,50 € 10,70 € 42,80 €
Custo mensal 214 € 171,20 € 171,20 €
Custo anual 2782 € 556,40 € 2225,60 €

Ap6s marcacdo com Na®™TcO,, estéril e apirogénio, deve ser efetuado o controlo da
pureza radioquimica e pH, que deverdo estar de acordo com as especificacdes dos
respetivos fabricantes. Valores de pureza radioquimica desadequados podem dever-
se a problemas no fracionamento dos kits frios (presengca de ar que provoca a
oxidacdo do estanho e consequentemente a ndo reducéo do *"Tc, reduzida massa de
molécula a marcar que conduz a uma marcagdo pouco eficiente), problemas no
armazenamento (temperatura e duragcao), e/ou problemas na marcacao da fragcéo.
Esta é uma pratica ndo recomendada pelos fornecedores, uma vez que altera as
formulacdes originais dos kits, podendo ocorrer degradagcdo do agente redutor e
diminuicdo da eficiéncia de marcacéo .

Segundo William K. Fleming et al (1992), fracionando frascos de Sestamibi em 4
fracdes de 0,5ml, verifica-se uma excelente estabilidade, ap6s marca¢cdo com 740MBq
de **™Tc, mesmo com cinco dias de congelamento, com obtencdo de valores de
pureza radioquimica entre 90 e 96% 1%,

De acordo com Vijay Kumar (1997), aquando do fracionamento de kits frios idealmente
devem-se utilizar volumes reduzidos de NaCl 0,9% (0,1 a 1ml) para reconstituicdo do
kit, armazenar as fragbes em frascos com atmosfera de azoto e a temperaturas
inferiores a -20°C e quando necessario aumentar a quantidade de agente estanhoso.
Para este autor, o fator predominante na estabilidade das fracGes € a preservacéao de

uma quantidade adequada de estanho #..

Segundo Bayomi T. et al (2009), é possivel fracionar frascos de MDP em 10 fracdes
de 0,5ml e obter valores de pureza radioquimica superiores a 95% até trés meses
apés o fracionamento. As fragcbes podem ser armazenadas nas condicées: sem
oxigénio e congelacao (-20 a -28°C); sem oxigénio e refrigeracdo (0 a 4°C); e com
oxigénio e congelacdo (-20 a -28°C). O mesmo se verifica com fracbes de HMDP,

guando fracionadas em 8 fracdes de 0,5ml, a excecdo de quando sao armazenadas
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na presenca de oxigénio e congelacdo (-20 a -28°C), propondo o aumento da
concentracdo de ido estanhoso, como solucéo

Conforme Santos L. (2011), é possivel fracionar frascos de Tetrofosmina (Myoview ™)
em 6 fracbes de 1ml, que podem ser marcadas com atividades de 11.100MBq de

8 Ja de acordo com Faria D. et al

¥MTc, obtendo-se imagens de boa qualidade
(2005), os frascos de Myoview™ devem ser fracionados em 4 fragbes de 0,5ml, que
apés marcagdo com uma atividade méaxima de 18.500MBq, apresentam valores de
pureza radioquimica elevados e comportamento biolégico idéntico ao do frasco néo

fracionado, ap6s armazenamento durante 40 dias a temperatura de -20°C ¥,

Com base na publicagédo de estudos que remetem para a eficacia da técnica de
fracionamento de kits de diversos farmacos (MDP, HMDP, Tetrofosmina, Sestamibi,
entre outros) e que fornecem suporte metodoldgico a este trabalho, procurou-se

estudar esta pratica com kits de HMDP, utilizados na aquisicao de cintigrafias 0sseas.

2.5. Controlo bacteriolégico

Na preparacédo de radiofarmacos e em especial no fracionamento de kits, é imperativo
trabalhar-se em condicbes de assepsia, de forma a assegurar a esterilidade das
preparacbes obtidas, pelo que se torna importante avaliar a qualidade do ar e as
superficies de trabalho onde estas praticas sao realizadas.

A Camara de Fluxo Laminar (CFL) constitui um dos locais mais criticos, uma vez que é
onde se realiza o processo de fracionamento e os procedimentos de marcag¢do dos
kits e respetivas fracdes com **"Tc, tal como os locais de armazenamento das fracdes
e dos farmacos (refrigerador/congelador).

Este tipo de controlo pode ser efetuado com recurso a placas de Petri contendo um
determinado meio de cultura. A Triptona Soya Agar (TSA) constitui um dos mais
populares meios de cultura, é rico em carbohidratos e proteinas, permitindo o
crescimento de uma vasta gama de microrganismos, aerobios e anaerébios, a varias
temperaturas “%. Este meio tem a vantagem de ter uma facil preparacéo (Capitulo Il
— item 3.6) e preco razoavel.

Ap6s um periodo de incubacgao especifico, procede-se a contagem macroscépica das
Unidades Formadores de Colonias (UFC) visiveis em cada placa.

O aspeto das colbnias é variavel consoante o tipo de micro-organismo (bactéria ou

fungo), as colbnias de bactérias apresentam um aspeto geralmente viscoso e
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configuracao circular, enquanto as de fungos exibem um aspeto irregular (Figura 2.9).
A concentragdo de bactérias no ar é calculada dividindo o volume de ar do local da
amostra pelo nimero de colénias de micro-organismos visiveis macroscopicamente.
Geralmente, o resultado da contagem de bactérias totais é definido como UFC/m? de

ar 4,

Figura 2.9 — Aspeto e densidade das UFC: A - bactérias e B — fungos 42]

Em Portugal, o Decreto-Lei que regulamenta os niveis de concentragdo maxima de
micro-organismos é o Dec. Lei n°79/2006, de 4 de Abril, que estipula um maximo de

500UFC/m?® para bactérias e fungos !

. Valores abaixo deste limite ndo implicam
perigo para a saude, ou seja, ndo se pode considerar que haja contaminacdo, nem
propagacéo de doencas, assegurando-se assim o controlo das infecdes “*.
Relativamente as superficies de trabalho, em meio hospitalar e farmacéutico, o
ndmero de bactérias e fungos ndo deve exceder as SUFC/cm? Y,

Os micro-organismos podem ser classificados de acordo com a temperatura de
multiplicacdo em psicrofilos, psicrotréficos, mesofilos e termdofilos. Assim, os micro-
organismos psicrofilos apresentam uma temperatura de multiplicacéo entre 0 e 20°C e
os psicrotréficos entre os 0 e os 7°C, sendo que ambientes refrigerados sdo propicios
a multiplicagdo de ambos. Os micro-organismos meséfilos tém uma temperatura 6tima

de multiplicacdo entre 25 e 40°C e os termdfilos entre 45 e 65°C 1,
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Capitulo

3. Metodologia

Os estudos efetuados no ambito desta dissertacdo envolveram duas partes distintas.
Numa primeira parte realizaram-se estudos com o objetivo de avaliar qual a melhor
metodologia a adotar para fracionamento de kits frios de HMDP. Para tal, analisaram-
se 0s resultados de pureza radioquimica de fracbes obtidas por duas formas de
fracionamento diferentes (I e 1), apds marcacdo com *"Tc. O fracionamento |
consistiu na reconstituicdo de um unico frasco de HMDP com 5ml de NaCl (0,9%)
obtendo-se dez fragbes com um volume de 0,5ml, para estudo simultdneo de fracdes
refrigeradas e congeladas. Ja o fracionamento Il compreendeu a utilizagdo de dois
frascos em paralelo, um para estudo de fragcfes refrigeradas e outro para estudo das
fracbes congeladas, tendo sido cada frasco reconstituido com 5 ml de NaCl (0,9%) de
forma a obter-se cinco fracdes com 1ml cada.

Todos os fracionamentos foram realizados em segundas-feiras, de forma a avaliar o
comportamento das fracdes marcadas com *"Tc diariamente ao longo da semana
(Figura 3.1).

/ Segunda-feira (dia zero) \ / \

Sexta-feira (dia quatro)

3 fragdes 6 fracoes

e Fracionamento
e Armazenamento das fracdes no

refrigerador e congelador « CQ fracdo 5 refrigerada
* Marcagdo da fragao 1 e CQ fragéo 5 congelada

KCO fracéo 1 J K J
O 1r

Quinta-feira (dia trés)

e Marcacdao da fragdo 5 refrigerada
e Marcacao da fragédo 5 congelada

Terca-feira (dia um)

6 fracOes 6 fracOes

e Marcacao da fragcéo 2 refrigerada
e Marcacao da fragéo 2 congelada
e CQ fracdo 2 refrigerada
e CQ fracao 2 congelada

<1

Marcacéo da fracéo 4 refrigerada
Marcacgéao da fragcdo 4 congelada
CQ fracéo 4 refrigerada
CQ fracéo 4 congelada

Quarta-feira (dia dois) a

6 fracdes

e Marcacao da fragéo 3 refrigerada
e Marcacao da fragéo 3 congelada
e CQ fracao 3 refrigerada
e CQ fracdo 3 congelada

Figura 3.1 — Esquema representativo dos procedimentos realizados por dia de trabalho
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No dia zero estudaram-se trés fracoes, uma proveniente do frasco correspondente ao
fracionamento |, e duas dos frascos com a técnica de fracionamento Il (estudo de
estabilidade e estudo em modelo animal). Nos restantes dias estudaram-se seis
fracBes, uma refrigerada e uma congelada, obtidas a partir do frasco com a técnica de
fracionamento I, e quatro, uma refrigerada e uma congelada de cada frasco com a
técnica de fracionamento Il (estudo de estabilidade e estudo em modelo animal).

Na segunda parte do trabalho realizaram-se estudos de biodistribuicio em modelo
animal, apos administracdo de amostras de determinadas fracbes de HMDP marcadas
com *™Tc em murganhos Balb C.

Como controlo, foi marcado um frasco de acordo com as especificacbes do fabricante,
isto é, sem fracionamento, designado “frasco padrao”.

De forma a controlar os locais mais expostos a eventuais contaminagdes
bacteriolégicas, procedeu-se ao controlo bacterioldgico da CFL e do refrigerador.

A marcacao das fragOes foi realizada diariamente, a mesma hora, e com atividades e
volumes de marcagcdo o0 mais semelhantes possivel, de forma a uniformizar o
procedimento.

Os frascos de Osteocis® utilizados pertenciam ao mesmo lote (C005B), tendo validade
até 22 de Margo de 2013.

3.1. Eluicdo do gerador de **Mo/**"Tc e CQ do eluido

O eluido usado para marcagéo do frasco padréo e das fracbes de HMDP foi obtido a
partir de um gerador de **Mo/**"Tc Elumatic-1ll IBA de coluna himida, cujas eluicdes
foram efetuadas de acordo com as indicacdes do fabricante *°!.

O controlo da pureza quimica realizou-se com recurso a um kit de alumina Biodex e a
determinagdo do pH com papel indicador MERCK, de acordo com o procedimento
recomendado [BILOI121[14](31]132]

Para controlo da pureza radionuclidica utilizou-se o método de atenuacdo gama, de
acordo com o qual se realizaram medi¢des das atividades do frasco de eluido, numa
camara de ionizacdo Carpintec Inc CRC-25R, com e sem suporte de 6mm de chumbo,
de forma a que apenas a energia do *Mo (740keV) fosse detetada 234,

Em relacdo a determinagdo da pureza radioquimica, a mesma foi efetuada com
recurso ao sistema cromatografico recomendado na Farmacopeia portuguesa,

composto por fase mével de metanol/agua (80/20) e a fase estacionaria de Whatman
noq Bl
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Em todas as marcacdes utilizou-se eluido fresco, com valores de pH, pureza quimica e
radioquimica em consonancia com a Farmacopeia portuguesa e as especificacbes do

fabricante FOISI4IS,

3.2. Marcacgéo do frasco padréo e otimizagdo das técnicas de
CQ

Como frasco padrdo, marcou-se um frasco de HMDP com **"Tc (5030MBq e 3ml) de
acordo com as recomendacdes do fabricante, ou seja, sem ser fracionado.
Imediatamente apds a marcacgao foram realizados os testes de CQ, nomeadamente a
determinagéo do pH e da pureza radioquimica.

Para determinagdo da pureza radioquimica, e uma vez que o mesmo fornecedor

sugere dois métodos diferentes (I e Il), foram realizados dois procedimentos distintos,

de forma a testar qual o mais eficaz, tendo em conta os recursos materiais disponiveis

[415-

e Método I: constituido por dois sistemas cromatograficos, o sistema A com fase
estacionaria de ITLC-SG e com fase moével de NaCl 0,9%, e o sistema B, também
com fase estacionéria de ITLC-SG e com fase mével de acetona/metanol (1/1).

E de salientar que devido a descontinuagdo no mercado das tiras ITLC-SG
GELMAN, propostas pelo fornecedor, as mesmas foram substituidas por tiras ITLC-
SG Varian.

e Método IlI: constituido por dois sistemas cromatograficos, o sistema A com papel
Whatman 17 Chr como fase estacionaria e com fase movel de NaCl 0,9%, e o
sistema B, também com papel Whatman 17 Chr como fase estacionaria e com fase
mével de metanol/agua (85/15 V/V).

Apesar de o fornecedor sugerir como fase estacionaria papel Whatman 17 Chr, foi
utilizado papel Whatman n°1. O papel Whatman 17 Chr apresenta uma espessura
superior a do papel Whatman n°1 (0,92 e 0,18mm, respetivamente), é altamente
absorvente, e a sua velocidade de eluicdo € superior (190mm/30min),

47

comparativamente ao papel Whatman n°1 (130mm/30min) “". Esta substituicdo

ocorreu devido a impossibilidade de adquirir papel Whatman 17 Chr em tempo (til.

Com base nos radiocromatogramas obtidos com os dois métodos cromatograficos
(Capitulo IV - item 4.2), as cromatografias das fracbes marcadas passaram a

realizar-se de acordo com o método |I.
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Como complemento do controlo da pureza radioquimica do **"Tc-HMDP, procedeu-se
ao estudo de diversas amostras do frasco padrédo por HPLC. O sistema de HPLC
utilizado era constituido por uma bomba Perkin—Elmer LC200, detetores UV-Vis LC290
tunable e Berthold LB-507A radiométrico 8,

Porém, devido a escassez de estudos publicados com este radiofarmaco, que tal
como o MDP, é composto por uma mistura de espécies, tornou-se necessario realizar
diversos ensaios.

Utilizou-se como fase estacionaria uma coluna analitica de fase reversa Macherey-

214849 Trgbalhou-se com eluicdo por gradiente,

Nagel C18 e um fluxo de 1 ml/min !
fazendo-se variar os solventes utilizados nos canais A e B, de forma a verificar qual o
sistema mais adequado para a andlise por HPLC de *"Tc-HMDP “8*l. No canal A
foram utilizados solventes aquosos, enquanto no canal B solventes organicos.

Assim, foram testados trés conjuntos de fases moveis nos canais A e B
respetivamente, com base em estudos publicados para o *"Tc-MDP e na experiéncia
do grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do IST/ITN ¥

i. A - Solucdo de Acido Trifluoroacético (TFA) a 0,1%
B - Acetonitrilo com 0,1% de TFA v/v

i. A-Agua destilada
B — Metanol (grau de pureza > 99%)
ii. A — Acido acético (CH;COOH) 0,01M (50 ml) + Hidroxido de Tetrabutilaménio
(NBu,OH) 10°M (500 ml)
B — Metanol (grau de pureza > 99%)
O gradiente manteve-se igual, independentemente dos eluentes A e B utilizados, com
variacdo das percentagens dos mesmos ao longo de 30 minutos (Tabela 3.1 e Figura
3.2).

Tabela 3.1 — Gradiente utilizado no controlo da pureza radioquimica do frasco padrao de ™ Tc.HMDP por

HPLC
Tempo % A % B
(minutos) (solvente aquoso) (solvente orgénico)
5 90 10
15 10 90
5 10 90
1 90 10
4 90 10

28



Capitulo Il — Metodologia
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Figura 3.2 — Variagéo da percentagem das fases maveis (A e B) ao longo do tempo

3.3.

Fracionamento |

Para este fracionamento, um frasco de HMDP foi dividido em dez frac_;c”)es¢¢ com um

volume de 0,5ml cada. Para tal, injetou-se 5ml de NaCl 0,9% no frasco, apos

desinfecdo do septo do frasco com etanol a 70%, removeu-se igual volume de

atmosfera do frasco, e agitou-se vigorosamente de forma a promover a total

dissolucéo do liofilizado (Figura 3.3).

Adicionar
|
= 5Smlde
NacCl 0,9%

Refrigerador

Retirar 0,5ml

y da solugdo

AE}EQ Congelador
T)\ v

Sml

Figura 3.3 — Esquema representativo do fracionamento |

Das dez fracdes obtidas, apenas nove foram utilizadas tendo ficado uma de reserva

para qualquer eventualidade.

* As fracBes foram devidamente etiquetadas com o nome, lote e validade do kit, data de
fracionamento, volume e local de armazenamento, tendo sido armazenadas em seringas de
2,5ml com agulhas de 25G sem ar, e colocadas num saco isolador.
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Cada fracao ficou com 1/10 da composi¢cédo do frasco inicial: 0,3mg de oxidronato de
sédio, 0,045mg de cloreto estanhoso dihidratado, 0,075mg de &cido ascorbico e 1mg
de cloreto de sodio.

De forma a estudar a influéncia da temperatura de armazenamento na qualidade das
fragOes, quatro foram armazenadas no refrigerador e outras quatro no congelador,
onde permaneceram até & marcagdo com **"Tc.

Neste fracionamento, as frac6es foram marcadas diariamente a mesma hora, de
acordo com o procedimento recomendado pelo fabricante I?!, utilizando-se atividades
entre 741 e 761MBq, préximas da atividade minima de marcacdo (740MBQ) e o
volume minimo de marcacéao (2ml), como ponto de partida, tendo em conta a atividade
proveniente do gerador de *Mo/**"Tc e o fluxo de trabalho do servico de MN da
Fundacdo Champalimaud.

A fracdo destinada & marcacao no dia zero (segunda-feira), sem influéncia de fatores
como temperatura e duragdo de armazenamento, foi mantida no frasco do kit, onde foi
marcada com **"Tc imediatamente ap6s o fracionamento.

Nos dias subsequentes, desde o dia um ao dia quatro, diariamente foram marcadas
duas fragOes, uma congelada e outra refrigerada.

Cada fracdo foi retirada do refrigerador/congelador, e colocada na CFL até
estabilizacdo da temperatura. O contetdo de cada seringa foi entdo transferido para
um frasco de vacuo e removido igual volume de atmosfera do frasco. As fracdes
refrigeradas foram marcadas primeiro, uma vez que 0 tempo necessario para

estabilizacdo da temperatura das fracdes congeladas foi superior.

O CQ de cada fracao foi realizado imediatamente apdés marcacdo, tendo-se
determinado o pH, com recurso a papel indicador MERCK, bem como a pureza
radioquimica, por cromatografia ascendente em papel.

Com base nos resultados obtidos para o frasco padrdo (Capitulo IV - item 4.2), foi
utilizado o método Il para determinagdo da pureza radioquimica de todas as fracoes.
Assim, utilizou-se papel Whatman n°.1 (13 x 2cm) como fase estacionaria, € como
fases moveis®®, NaCl 0,9% (Sistema A) e Metanol/Agua 85% (Sistema B) (Figura 3.).

%8 Os solventes utilizados foram preparados no préprio dia e os recipientes de cromatografia
selados de forma a manter a atmosfera saturada.
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Sistema A Sistema B

[ > <

Whatman n® ——

NaCl0,9% — ‘ || €— Metanol/Agua 85%

4

Figura 3.4 — Representagdo esquematica dos sistemas cromatograficos utilizados na determinacéo da
pureza radioquimica das fra¢des de 99MTc-HMDP obtidas pela técnica de fracionamento |

Para a realizagdo destas cromatografias, foram utilizadas provetas (50ml) cuja
dimensao, apesar de reduzida, era suficiente para que as extremidades laterais das
tiras ndo contactassem com as suas paredes, evitando perturbagfes na ascensdo do
solvente que ocorre por capilaridade.

Finalizado o desenvolvimento das cromatografias, as atividades das partes iniciais
(Rf=0 - 0,15 e Rf=0 - 0,9) e finais (Rf= 0,15 — 1 e Rf= 0,9 - 1) das tiras (A e B,
respetivamente) foram medidas numa camara de ionizagdo Carpintec Inc CRC-25R
para calculo da percentagem de pureza radioquimica.

3.4. Fracionamento Il

Tendo em conta os valores de pureza radioguimica obtidos com o fracionamento |
(Capitulo IV — item 4.3), procedeu-se a uma alteragdo na metodologia, ensaiando um
fracionamento diferente, intitulado fracionamento II.

No fracionamento Il foram utilizados quatro frascos (n=4) de *"Tc-HMDP, dois para
realizacdo do estudo de estabilidade e os outros dois para estudos em modelo animal,
apos determinacédo da pureza radioquimica.

Para cada estudo um frasco ficou reservado para as fracbes congeladas e o outro
para as fracdes refrigeradas.

Cada frasco de HMDP foi dividido em cinco fragées™ com um volume de 1 ml cada.

Para tal, injetou-se 5ml de NaCl 0,9% no frasco, apos desinfecao do septo do mesmo

™ As fracdes foram devidamente etiquetadas com o nome, lote e validade do kit, data de
fracionamento, volume e local de armazenamento, tendo sido armazenadas em seringas de
2,5ml com agulhas de 25G sem ar, e colocadas num saco isolador.
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com etanol a 70%, removeu-se igual volume de atmosfera do frasco, e agitou-se
vigorosamente de forma a promover a total dissolucéo do liofilizado (Figura 3.5).

Cada fracéo ficou com 1/5 da composicéo do frasco inicial: 0,6mg de oxidronato de
sédio, 0,09mg de cloreto estanhoso dihidratado, 0,15mg de acido ascérbico e 2mg de
cloreto de sédio, isto €, com o dobro da quantidade dos componentes em relacdo ao
fracionamento |I.

Em cada estudo, de forma a estudar a influéncia da temperatura de armazenamento
na qualidade das fracbes, imediatamente apdés o fracionamento, as mesmas foram
armazenadas em locais distintos, as de um frasco no refrigerador e as do outro frasco

no congelador, onde permaneceram até & marcacdo com **"Tc.

Adicionar
5mlde
NacCl 0,9%

=)  Congelador

@ !

Retirar 1ml
da solugdo

Agitar

Osteocis9 Osteocis$

(n=2)

Adicionar
5ml de
NaCl 0,9%

=9 Reserva

r Retirar 1ml
kg da solugdo

\\\ﬁj‘

Osteocis§

Figura 3.5 — Esquema representativo do fracionamento II: A — fragbes congeladas; B — fracGes
refrigeradas

Tal como no fracionamento |, as fracdes foram marcadas diariamente, & mesma hora e
de acordo com o procedimento recomendado pelo fabricante P utilizando-se
atividades de marcagédo entre 1272 e 1590 e volumes de marcacgdo proximos de 3ml,

tendo em conta a atividade proveniente do gerador de **Mo/**"Tc e o fluxo de trabalho

do servico de MN da Fundacdo Champalimaud .
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As fracbes de dia zero (segunda-feira) foram marcadas diretamente no frasco,
imediatamente apds o fracionamento do mesmo, sendo que em cada estudo, no dia
zero apenas se utilizou uma fracdo, ficando a outra de reserva para qualquer
eventualidade. A semelhanca do fracionamento |, nos dias seguintes, até ao dia
guatro, diariamente foram marcadas duas fracdes, uma congelada e outra refrigerada,
as quais foram retiradas do refrigerador/congelador, e colocadas na CFL até
estabilizacdo da temperatura. O conteudo de cada seringa foi entédo transferido para
um frasco de vacuo e removido igual volume de atmosfera do frasco. As fracbes
refrigeradas foram marcadas primeiro, uma vez que O tempo necessario para

estabilizacdo da temperatura das fracdes congeladas foi superior.

3.4.1. FragOes para estudo de estabilidade

Relativamente ao CQ das fracbes destinadas ao estudo de estabilidade, a
determinacdo do pH foi realizada com papel indicador MERCK, e a pureza
radioquimica, por cromatografia ascendente em papel, imediatamente apds a
marcacgao de cada fracdo e a cada 2 horas, até as 8 horas ap6s a marcacéo (0, 2, 4, 6
e 8 horas).

Com base nos resultados obtidos para o frasco padrao (Capitulo IV — item 4.2), tal
como no fracionamento | (Capitulo IV — item 4.3), a determinacdo da pureza
radioquimica de todas as fracdes foi realizada de acordo com o método II. Portanto,
utilizou-se papel Whatman n°.1 (13 x 2cm) como fase estacionaria, e como fases
méveis'™, NaCl 0,9% (Sistema A) e Metanol/Agua 85% (Sistema B). A cromatografia
foi realizada em provetas (50ml), assim como na técnica de fracionamento I.
Terminado o desenvolvimento cromatografico, procedeu-se a medicdo das atividades
das partes iniciais (Rf= 0 — 0,15 e Rf= 0 — 0,9) e finais (Rf= 0,15 -1 e Rf= 0,9 - 1) das
tiras (A e B, respetivamente) na camara de ionizacao para calculo da percentagem de

pureza radioquimica.

3.4.2. FragOes para estudo em modelo animal

Apos o estudo de estabilidade, procedeu-se ao fracionamento de dois novos frascos
de HMDP (Osteocis®), para estudos em modelo animal, de acordo com o

fracionamento II.

™" Os solventes utilizados foram preparados no proprio dia e os recipientes de cromatografia
selados de forma a manter a atmosfera saturada.
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O CQ (pH e pureza radioquimica) destas fracGes foi efetuado da mesma forma que o
das fracBes destinadas ao estudo de estabilidade, a exce¢édo da pureza radioquimica
gue foi determinada imediatamente apds a marcacao das fragdes e as 4 horas. Devido
aos resultados obtidos com as fracdes do estudo de estabilidade (Capitulo IV — item
4.4.1), optou-se por alterar os recipientes de cromatografia, utilizando provetas na
cromatografia realizada imediatamente apés a marcacdo das fracbes, e tinas

cromatogréficas, de maior dimenséo, na cromatografia das 4 horas (Figura 3.6).

Sistema A Sistema B

= Whatmann —————

MNaCl 0.9% - Metanol/Agua 85%

Figura 3.6 — Representacdo esquematica dos sistemas cromatograficos utilizados na determinacao da
pureza radioquimica das fracdes de **™Tc-HMDP para estudo em modelo animal obtidas pela técnica de
fracionamento 1, ap6s marcacao

Assim, para comparar a influéncia dos recipientes de cromatografia (provetas/tinas) no
valor de pureza radioquimica das fragdes e averiguar qual o recipiente mais adequado,
realizaram-se na fragcdo congelada de dia dois (quarta-feira) duas cromatografias, uma
em provetas e outra em tinas cromatograficas, apés marcagao.

Baseando-se nos resultados obtidos com ambos os recipientes cromatogréaficos
(Capitulo IV - item 4.4.2), optou-se por valorizar apenas o0s resultados

correspondentes as tinas, 4 horas ap0s marcacao das fragoes.

3.5. Estudos de biodistribuicao

Para os estudos de biodistribuicdo foram utilizados dezanove (n=19) murganhos
fémeas da linhagem Balb C com pesos entre 17,8 e 23g, *°.

Inicialmente foi realizado um estudo com o frasco padrao, isto é, ndo fracionado e
marcado de acordo com as especificacbes do fabricante. Neste estudo foram
utilizados seis (n=6) animais, dos quais trés foram sacrificados 2 horas apos a
administracao do radiofarmaco e os outros trés passadas 3 horas, com o propdsito de
guantificar a fixacdo 6ssea em diferentes intervalos de tempo e averiguar qual o

intervalo de tempo mais adequado #°.
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Posteriormente foram realizados estudos de biodistribuicio com fracdes **
(refrigeradas e congeladas), de forma a estabelecer uma comparagcdo com o frasco
padrdo. As fracbes analisadas foram a de dia zero (segunda-feira), as fracbes
refrigerada e congelada de dia dois (quarta-feira), e as fracdes refrigerada e congelada
de dia quatro (sexta-feira). Todas as fragcbes marcadas administradas aos animais
obedeceram aos requisitos do controlo de qualidade de acordo com as especificagbes
do fabricante e da Farmacopeia portuguesa (Capitulo IV — item 4.4.2) 1%,

Para a fracao de dia zero foram utilizados trés animais. Para cada fracdo de dia dois,
refrigerada e congelada, foram utilizados dois animais. Ja para cada fracdo de dia

quatro, refrigerada e congelada, foram utilizados trés animais (Figura 3.7).

(12 animais)
¢ Frasco padrdo (6 animais)
e Fracao dia zero (3 animais)
e Fracao dia dois refrigerada (2 animal)
" - Fracao dia dois congelada (2 animal
Administragdo de 100ul de *"Tc-HMDP * Frac ' 9 _ ( _ ) '
na veia da cauda ¢ Fracdo dia quatro refrigerada (3 animais)
e Fracao dia quatro congelada (3 animais)
2 horas pi
Sacrificio por deslocagao cervical
Dissecao dos animais
Contagem das atividades dos 6rgaos
Atividades inferiores a 0,074 MBq Atividades superiores a 0,074 MBq

=

B
{ .
lllmm‘::n: i

L .;:;::Illllhl,.d |

Figura 3.7 — Representacéo esquematica das etapas integrantes dos estudos de biodistribuicdo em modelo
animal

A fracOes utilizadas foram obtidas pelo método de fracionamento Il (Capitulo Il - item
3.3.2).
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A administracdo das amostras de *"Tc-HMDP %%¥(100pl), do frasco padrdo e das
fracOes, foi efetuada por via endovenosa numa veia lateral da cauda, seguida da

medi¢céo da atividade injetada no animal, numa camara de ionizacdo Aloka Curiemeter

IGC-3 (Figura 3.8) .,
/J

A\

Figura 3.8 — Medicdo da atividade de um murganho Balb C na camara de ionizacéo Aloka Curiemeter
IGC-3 do IST/ITN, imediatamente ap6s a administracdo de **"Tc-HMDP

Os animais foram sacrificados por deslocacéo cervical e sua atividade medida numa
camara de ionizacdo. Imediatamente apds o sacrificio procedeu-se a dissec¢do dos
murganhos, com remocao de 6rgados, nomeadamente osso (fémur), sangue, intestino,
coracao, rins, musculo e estdbmago. Os referidos 6rgaos foram colocados em tubos de
ensaio para pesagem numa balangca de precisdo Metler AE240 e medigdo das
respetivas atividades numa camara de ionizacdo Aloka Curiemeter IGC-3 (atividades
superiores a 0,074MBq) ou contador gama Berthold LB2111 (atividades inferiores a
0,074MBq).

Para cada animal, procedeu-se ao calculo da percentagem de atividade injetada por
orgdo (%A.1./6rgao) e da percentagem de atividade injetada por grama de 6rgdo
(%A.1./g), através das seguintes expressdes  (Equacéo 3.1 e Equacéo 3.2):

atividade do 6rgao

% A.1./6rgao = x 100
% /orgdo atividade injetada

(3.1)

%Al/g = % A.1./6rgao 100
oo 'g_peso do 6rgio

(3.2)

88 As amostras administradas foram previamente sujeitas a determinacdo do pH e da pureza
radioguimica.
Todas as atividades foram corrigidas para o decaimento.
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Para os 6rgaos que ndo foram extraidos na totalidade, como sangue, musculo e 0sso,
os célculos efetuaram-se com base no pressuposto de que o sangue corresponde a
6% do peso total do animal, o masculo a 40% e o0 0sso a 15% %,

Foi também calculada a percentagem de excrecdo total, que avalia a atividade
excretada pelo animal desde a administracdo da amostra do radiofarmaco até ao

momento do sacrificio, através da formula (Equacéo 3.3):

~ atividade do animal vivo — atividade do animal morto
% excrecao total = — - - x 100
atividade do animal vivo

(3.3)

3.6. Controlo bacterioldgico

O controlo bacteriolégico da CFL Safeflow 1/30-15 e do refrigerador GRAM Compact
210, que constituem os locais com maior probabilidade de ocorréncia de
contaminagdes por micro-organismos, foi efetuado através da realizacdo da técnica de
exposi¢cdo (método de sedimentagdo espontanea) utilizando placas de Petri com meio
de cultura de TSA “%. N&o foi realizado o controlo bacteriolégico no congelador, uma
vez que abaixo dos 0°C provavelmente n&o ocorre crescimento bacteriano, dai ter sido

r [45

realizado apenas no refrigerador “*. Para além disso, o controlo de microrganismos

com temperaturas de multiplicacdo entre 0°C e 7°C (psicrotroficos), apenas é
obrigatério em alimentos .
Este controlo foi efetuado simultaneamente aos procedimentos realizados na CFL e as

manipula¢des que envolveram o refrigerador.

O meio de cultura (TSA) foi preparado na véspera dos estudos, respeitando todas as
normas de preparacéo, de acordo com o seguinte protocolo:

1) Pesagem do meio desidratado (40g/l);

2) Aquecimento de 4gua destilada até 90°C;

3) Reconstituicdo com a agua destilada aquecida e agitacdo até dissolucdo

completa de todo o &gar;
4) Esteriliza¢@o por calor humido (presséo 1bar, 121°C) durante 20 minutos;
5) Arrefecimento até 50/60°C;

6) Distribuicdo em placas de Petri e solidificacéo.
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Para este estudo foram utilizados dois tipos de placas de Petri, com as seguintes
carateristicas:
e Placas A: destinadas a avaliagdo da qualidade do ar interno, sdo de maior
dimenséo (100mm), e apresentam menor quantidade de meio.
e Placas B: destinadas ao controlo das superficies, sdo de menor dimensdo
(55mm), e encontram-se totalmente preenchidas com meio de cultura, de modo a

poderem estar em contacto com a superficie a analisar.

Diariamente, antes da realizacdo de qualquer procedimento nos locais a analisar,
refrigerador e CFL, procedeu-se a desinfecdo de todas superficies com etanol a 70%
e, no caso da CFL, complementou-se com raios Ultra Violeta (UV) durante

aproximadamente 10 minutos.

As provas de controlo microbiolégico do ar foram realizadas com recurso a placas A,
abrindo-as nos locais a analisar durante um periodo de tempo pré-determinado
sempre em duplicado. As placas apenas foram abertas quando se encontravam no
interior do local a analisar (refrigerador ou CFL) (Figura 3.9 - A). Estas placas foram
colocadas no inicio dos procedimentos, apds desinfecdo cuidadosa dos locais, tendo

sido retiradas no final dos mesmos.

No caso do refrigerador, para controlo da qualidade do ar, diariamente foram utilizadas
somente duas placas, que permaneceram no seu interior até ao final do dia de
trabalho. Inicialmente para os estudos de estabilidade permaneciam uma média de 10
horas e posteriormente, nos estudos em modelo animal, apenas cerca de 2 horas,

permanecendo assim nos locais a analisar desde a primeira manipulagéo até a ultima.

Ja na CFL foram colocados diversos pares de placas, em duplicado, para controlo da
qualidade do ar, que foram sucessivamente retirados no final dos respetivos
procedimentos, de forma a controlar este local no inicio e no final das manipulagfes.
Numa primeira fase, para os estudos de estabilidade, foram colocadas placas a cada 2
horas, que permaneceram no local uma média de 1 hora e 30 minutos, posteriormente
para os estudos em modelo animal, por dia, foi utilizado um Gnico conjunto de placas
que permaneceu no local durante uma média de 2 horas. Uma vez mais, as placas
permaneceram no local a analisar desde o inicio das manipulacdes até ao final,

periodo que foi diferente nos dois estudos.

As provas de controlo da esterilidade das superficies foram efetuadas através de

placas B. Este tipo de teste, realizou-se por contacto do meio de cultura existente na
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placa com as superficies do local a analisar (Figura 3.9 - B). Quanto ao refrigerador,
diariamente foram utilizadas duas placas de contacto, uma no inicio do dia, apos
desinfegéo cuidadosa do local, e a outra no final de todas as manipulagdes neste local.
Na CFL, para cada procedimento, foi utilizado um conjunto de duas placas, uma no

inicio e outra no final do mesmo.

e - .-

Figura 3.9 — Controlo bacteriolégico: A- placas de andlise da qualidade do ar da CFL Safeflow 1/30-15;
B- placa de contacto para avaliagédo das superficies do refrigerador Gram Compact 210

No final de cada dia, as placas devidamente identificadas™", foram incubadas a
diferentes temperaturas. Assim, as placas A (qualidade do ar) foram incubadas a 37°C
durante 48 horas, ainda que tenha sido feita uma leitura as 24 horas, enquanto as
placas B (superficies de contacto) foram incubadas a 30°C durante 72 horas, com

leitura também as 48 horas M4,

Como controlo, fizeram-se controlos de cada amostragem, ou seja, por cada lote de
placas feitas, incubou-se uma, exatamente nas mesmas condi¢des das restantes, de
forma a garantir a esterilidade do meio de cultura e das condigbes em que o0 mesmo foi
preparado. Estas placas de controlo ndo foram expostas, tendo permanecido com as

respetivas tampas colocadas.

Ap6s o periodo de incubacdo, procedeu-se a analise macroscoépica das placas para

contagem das UFC visiveis.

™ Na identificacdo constava o local de estudo (refrigerador/CFL), data, hora e niimero de
procedimento.
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Capitulo IV

4. Resultados

Neste capitulo sdo apresentados os resultados referentes ao CQ do eluido, das
fracbes marcadas, de acordo com o tipo de fracionamento realizado, assim como do
frasco padrdao. Sao também descritos os resultados dos estudos de biodistribuicdo em
murganhos Balb C, assim como das provas de controlo bacteriologico realizadas a

CFL e ao refrigerador.

4.1. Eluicéo do gerador de ®Mo/*"Tc e CQ do eluido

Relativamente a pureza radioquimica, obtiveram-se sempre valores superiores a 95%,
caraterizados por cromatogramas com picos bem definidos em Rf=0,6 que

correspondem a *"TcO, (Figura 4.1) M,

| |

Rf=0 Rf=0,6 Rf=1

Figura 4.1 — Cromatograma do eluido com fase mével de metanol/agua (80/20) e fase estacionaria de
Whatman n°1 (10x1cm) - escala 1M

Em relagé@o ao pH do eluido, obteve-se sempre o mesmo valor, pH=6, que se encontra
entre dentro do intervalo de referéncia (4,0 e 8,0) EI7HIZ0]

Quanto a pureza quimica, os valores obtidos foram sempre inferiores a 10ug Al/ml de
eluido. Na determinagdo da pureza radionuclidica, os valores de contaminacdo por

*Mo foram sempre inferiores a 0,1% da radioatividade total da amostra I7IHEE2]

4.2. Frasco padrao

Em relagéo a pureza radioquimica, por andlise dos cromatogramas obtidos, verificou-

se que em relacdo ao método I, o sistema A apresentava um cromatograma com
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varios picos mal definidos, pelo que nao era, de forma alguma, adequado ao controlo
deste radiofarmaco (Figura 4.2 - .A), ja o sistema B apresentava um cromatograma
com um pico bem definido, no inicio da tira (Rf=0), correspondente ao complexo de
¥MTc-HMDP (Figura 4.2 - 1.B).

Quanto ao método II, pdde-se verificar que em ambos o0s sistemas existiam dois picos
bem definidos. No sistema A, constatou-se que ocorreu migracdo do complexo de
¥MTc-HMDP para o final da tira (Rf=1), permanecendo o *"TcO, no inicio da tira
(Rf=0) e 0 ®*™TcO, em Rf=0,6 (Figura 4.2 - Il.A). J& no sistema B, o complexo de
¥MTc-HMDP permaneceu no inicio da tira (Rf=0), assim como 0 *™TcO,, e 0 *"TcO,
em Rf=0,8 (Figura 4.2 - I.B).

_ Rf=1
Rf=0 Rf=0 Rf=1
LA 11.B
N
|
[ |
[
/|
\
|
I S L\ L |
Rf=0 Ri=1 Rf=0 Ri=1

Figura 4.2 — Cromatogramas do frasco padrdo de 99MTc-HMDP: I.A- método |, sistema A - fase mével de
NaCl 0,9% e fase estacionéria de ITLC-SG Varian (20x2,5cm) - escala 300K; I.B- método |, sistema B -
fase mével de acetona/metanol (1/1) e fase estacionaria de ITLC-SG Varian (20x2,5cm) - escala 1M; II.A-
método I, sistema A - fase mdvel de NaCl 0,9% e fase estacionaria de Whatman n°1 (13x2cm) - escala
300K; I.B- método I, sistema B - fase mével de metanol/agua (85/15) e fase estacionaria de Whatman
n°l (13x2cm) - escala 300K

Com base nos cromatogramas obtidos com os dois métodos, optou-se por escolher o
método Il. Assim, analisando os dados relativos ao método I, verificou-se que o frasco

padrdo apresentou uma percentagem de **"Tc-HMDP (pureza radioquimica) de 98%,
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ou seja, superior a 95%. A percentagem total de impurezas radioquimicas, *"TcO, e
®mTcO,, foi 0 e 1,8%, respetivamente, isto &, inferior a 5% 18],

(U2 demonstrarem que as tiras de ITLC-SG Varian

Apesar de alguns estudos
constituem uma alternativa as tiras ITLC-SG GELMAN, com valores semelhantes de
Rf e de pureza radioquimica, e menor duracdo de desenvolvimento cromatografico,
verificou-se que, para o radiofarmaco em estudo, sdo obtidos melhores valores de
pureza radioquimica com papel Whatman n°l. E de salientar que resultados
precedentes no Grupo de Ciéncias Radiofarmacéuticas do IST/ITN indicaram
diferencas no comportamento de diferentes compostos marcados utilizando ITLC-SG
GELMAN e ITLC-SG Varian, conduzindo usualmente as tiras ITLC-SG Varian a

resultados menos fiaveis.

Quanto aos estudos em HPLC, verificou-se que nenhum dos sistemas utilizados era
adequado para realizacdo da determinagdo da pureza radioguimica deste
radiofarmaco. O perfil dos cromatogramas obtidos caraterizou-se sempre pela
existéncia de varios picos correspondentes as varias espécies que constituem o *"Tc-
HMDP. Verificou-se que nao existia ®MTcO,, uma vez que nao se observava nenhum
pico com tempo de retencéo inferior a 5 minutos, altura em que sairia da coluna, se
estivesse presente. A partir dos 15 minutos observou-se um arrastamento resultante
da adsorcédo do *™Tc-HMDP na coluna, que ficou ai retido sem ser arrastado pelos
eluentes (Figura 4.3).

1000.

contagens (cts)

I EETARTERA EYRI RRRTA FRRTARTRNE ARRRA RRRTA ARRRIRRRAN

N

L B LA B S s s s S s s B s o s e
5 10 15 20 25

ol LL

tempo (min)

Figura 4.3 — Cromatograma de HPLC com 99™T¢c-HMDP: fase estacionaria de C18 e fases moveis de

metanol (B) e CH3COOH 0,01M (50 mL) + NBusOH 10°M (500 mL) (A)

Mesmo apoés substituicdo das fases méveis, o problema de retencdo do radiofarmaco
na coluna manteve-se, com cerca de 70% da amostra injetada retida. Com a fraca
recuperacao da coluna, o resultado obtido ndo pdde ser considerado representativo da

amostra analisada. Assim, com base nos resultados pouco satisfatorios obtidos para o
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frasco padrdo, ndo se prosseguiu com o estudo por HPLC das fracbes marcadas com
%™ Tc-HMDP.

Em relacdo ao pH da amostra do frasco padréo, obteve-se um valor de 5,5, que se
encontra dentro dos limites 5,0 e 7,0 ¥,

4.3. Fracionamento |

Em relacdo aos valores de pureza radioquimica das fracBes obtidas por este tipo de
fracionamento, pbéde-se verificar que ocorreu um decréscimo ao longo da semana
(Figura 4.4). No dia zero (segunda-feira), a fragdo apresentou uma percentagem de
96%, indicando que apdés o fracionamento do frasco de Osteocis® em 10 fracOes, o
valor de pureza radioquimica, sem influéncia da temperatura e do armazenamento,
continua a ser superior a 95%, como recomendado pelo fabricante I

No dia um (terca-feira), ambas as fracdes, refrigerada e congelada, apresentaram
valores de pureza radioquimica superiores a 95%, 97 e 95%, respetivamente. Porém,
a partir do dia dois (quarta-feira), os valores foram decrescendo, até 82%,
correspondente a fracdo congelada de dia trés (quinta-feira). Pdde-se também
constatar que nos dias estudados, as frag0es refrigeradas exibiram valores de pureza
radioquimica superiores as congeladas, ao contrario do que seria esperado.

Com base nestes valores, que foram sucessivamente decrescendo até valores
significativamente inferiores a 95%, ndo se realizou o controlo no dia quatro (sexta-
feira), uma vez que valores de pureza radioquimica abaixo desse limiar podem

comprometer a acuidade diagndstica.

100
95
90
85
80
75
70

= Sem armazenamento
Refrigerado
Congelado

% pureza radioquimica

dia0 dial dia 2 dia 3

Figura 4.4 - Valores de pureza radioquimica das fra¢g8es obtidas por fracionamento | ao longo da semana

Uma analise mais detalhada das tiras permite-nos verificar que desde o dia de
fracionamento (segunda-feira) até ao segundo dia apds o mesmo (quarta-feira), as

fracbes ndo apresentavam *"TcO,. Esta impureza radioquimica surge apenas no
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terceiro dia (quinta-feira), sendo superior na fracdo congelada (7,7%)
comparativamente a fracdo refrigerada (5,3%). Relativamente ao **"TcO,, verificou-se
que esta impureza se encontrava em todas as fracbes, uma vez mais, em maior
percentagem nas fracdes congeladas. Assim, a contabilizagéo de *"TcO, e *™TcO,
ndo ultrapassa os 5% recomendados apenas nas fracdes de dia zero (segunda-feira) e
de dia um (terca-feira) (Figura 4.5).

— — m 9% tecnécio hidrolisado
J I =% tecnécio livre

refrlgerada congelada|refr|gerada congelada|refr|gerada congelada|
dia 0 | dia 1 | dia 2 dia 3

11

=
o

% impurezas radioquimicas

OFRP, NWDRULON®O

Figura 4.5 — Percentagens de tecnécio hidrolisado e reduzido das fragdes obtidas por fracionamento | ao
longo da semana

Os resultados da fragdo de dia zero, podem ter sido melhores pelo facto de a
marcacgao desta fracdo, ao contrario das restantes, ter sido realizada no frasco, tendo
ocorrido menor manipulacdo, e ndo sendo influenciada pela temperatura e duragéo de

armazenamento.

Em relacdo ao pH das fragbes, obteve-se sempre um valor de 5,5, que se encontra
dentro dos limites 5,0 e 7,0 ¥,

4.4. Fracionamento Il

4.4.1. Fragdes para estudo de estabilidade

Em relacéo ao estudo de estabilidade ap6s marcacgéao, verificou-se que o padrdo nao
foi linear, ndo se observando um registo constante ao longo das 8 horas, com
acentuadas oscilacdes, contrariamente ao esperado. Previa-se que o0s valores de
pureza radioquimica fossem decrescendo ao longo do tempo, devido a uma eventual
reoxidacéo a *"TcO,, o que ndo foi indicado pela analise cromatogréfica efetuada
(Figura 4.6).
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Fracéo dia O

Fracéo dia 1 - refrigerada

= = = Fragéo dia 1 - congelada

Fracgdo dia 2 - refrigerada

— = = Fragé&o dia 2 - congelada

Fracgéo dia 3 - refrigerada

- = = Fragé&o dia 3 - congelada

% pureza radioquimica

Fragéo dia 4 - refrigerada

- — — = Fracdo dia 4 - congelada

75

0 horas 2 horas 4 horas 6 horas 8 horas

Figura 4.6 - Valores de pureza radioquimica das fracdes a cada 2 horas - estudo de estabilidade

Com base na baixa credibilidade destes resultados, procedeu-se a uma alteragdo no
procedimento cromatografico.

4.4.2. Fracdes para estudo em modelo animal

Através da andlise comparativa dos cromatogramas referentes a fragdo congelada de
dia 2, apés a marcacgdo, utilizando provetas ou tinas, constatou-se que existiam

algumas diferencas (Figura 4.7).

LA 1.B
| | |
Rf=0 Rf=1 Rf=0 Rf=1
1A ILB
i L B |
Rf=0 Rf=1 Rf=0 Rf=1

Figura 4.7 - Cromatogramas da fracdo congelada de dia 2 (quarta-feira) imediatamente apos a
marcacgdo: |.A- provetas — método Il, sistema A (escala 1M); I.B- provetas — método I, sistema B
(escala 1M); Il.A- tinas — método I, sistema A (escala 1M); II.B- tinas - método II, sistema B (escala 1M)
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A utilizacdo de provetas como recipientes de cromatografia gerava um artefacto que
contribuia para uma subvalorizacdo dos valores de pureza radioquimica (81%),
comparativamente aos valores obtidos com tinas (93%). Assim, com base nestes
resultados e nos resultados da fracdo refrigerada, foram considerados apenas o0s
valores de pureza radioquimica relativos as cromatografias realizadas em tinas, 4
horas apds a marcacédo das fracdes (Figura 4.8).

100
98 B

96
_ ®Sem armazenamento
m Refrigerado
I i~ Congelado

94
dia 0 dial dia 2 dia3 dia 4

92
90
88
86

% pureza radioquimica

Figura 4.8 - Valores de pureza radioquimica das fragdes obtidas por fracionamento Il ao longo da
semana, 4 horas ap6s marcagao

Mediante analise dos valores obtidos, p6de-se constatar que a excecao das fracdes
refrigeradas e congeladas de dia um (94% cada) e dia trés (91 e 93%,
respetivamente), se obteve valores de pureza radioguimica superiores a 95%.
Todavia, os valores abaixo deste limiar ndo séo tdo baixos que permitam concluir que
estas fracbes ndo possam ser administradas. E de salientar que as fragdes refrigerada
e congelada de dia quatro apresentam valores de pureza radioquimica elevados (96 e
98%, respetivamente), o que indica que com a técnica de fracionamento Il, as fracdes
podem ser utilizadas até 4 dias apds o fracionamento, quer sejam armazenadas no
congelador ou no refrigerador (Figura 4.9).
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g 0 H % tecnécio hidrolisado
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£ z 8 8 8 8 8 8 = % tecnécio livre
o (1] O (1] O © (18] © (T
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dia 0 dial dia 2 dia3 dia 4

Figura 4.9 - Percentagens de tecnécio hidrolisado e reduzido das frag6es obtidas por fracionamento Il ao
longo da semana, 4 horas apds marcagéo
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Em relacdo as impurezas radioquimicas destas fracdes, verificou-se que nos dias
zero, dois e quatro, ndo havia *"TcO,. Em relacdo ao **"TcO,, verificou-se que foi
nas fragbes de dia trés que atingiu valores superiores (7%). Assim, ndo se observou

uma relagéo entre a percentagem de impurezas radioquimicas e a idade das fracdes.

4.5. Estudos de biodistribuicao

Relativamente aos estudos de biodistribuicdo realizados aos animais administrados
com uma amostra do frasco padrdo, optou-se por considerar apenas 0s valores
correspondentes as 2 horas, uma vez que ja se observava uma captacdo Ossea
consideravel (8,9 + 0,5 %A.l./g), para além de o padréo de biodistribuicdo ter sido

muito semelhante as 2 e as 3 horas ap6s administragdo da amostra (Anexo II).

Através da analise comparativa dos valores de % excrecao total, verificou-se que, no
geral, os valores relativos as fracfes e ao frasco padréo foram semelhantes entre si e
comparativamente a estudos realizados com *™Tc-MDP, tendo sido o valor

correspondente ao frasco padrdo, o mais baixo (36,4 + 2,6) (Figura 4.10) 2%

60

50
40
30
20
10

0

refrlgerada congelada refrlgerada congelada

Excre¢do Total (%)

padrdo | dia0 dia 2 dia 4

Figura 4.10 - Valores de % excrecéo total relativos ao frasco padrao e fracoes, 2 horas apds
administracdo das amostras

Analisando os valores de %A.1./g do frasco padrao e das fracdes, as 2 horas apds a
administracdo das amostras (Anexo Il e Anexo lll) verificou-se que se obtiveram bons
resultados de fixacdo no o0sso, tendo sido nas fragcdes refrigerada e congelada de dia 2
que os valores foram mais elevados (9,9 + 1,0 e 10,2 + 1,8).

As atividades (% A.1./g) nos restantes 6rgéos foram muito semelhantes entre fracdes e
comparando com o frasco padréo.
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A captacdo no estdmago foi reduzida, o que evidencia que nao ocorreu oxidacao a
¥MTCcO,.

Tanto nas fragbes como no frasco padrédo, observou-se uma eficiente eliminacdo do
radiofarmaco do sangue e tecidos moles, com reduzidos valores de % A.l/g as 2

horas apos administracdo das amostras nos animais (Figura 4.11).

12
11
9 |
I W padrdo
8 mdia0

W dia 2 refrigerada

® dia 2 congelada

dia 4 refrigerada

% A.l./g

® dia 4 congelada

1 T
0 I T I ll !
sangue musculo 0SS0 coracgdo rim estbmago

Figura 4.11 - Valores de % A.l./g nos diferentes drgaos relativos ao frasco padréo e as fragdes, 2 horas
apo6s administragdo das amostras

As razbes osso/musculo e osso/sangue foram elevadas tanto no frasco padrdo como
nas frac6es, sendo que os maiores valores de razao osso/muasculo e osso/sangue se
obtiveram nas fracbes refrigerada de dia 4 e na fracdo congelada de dia 2,
respetivamente (Figura 4.12) #,
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Figura 4.12 - Valores de razéo alvo/fundo relativos ao frasco padrao e fracdes, 2 horas apos
administracéo das amostras

4.6. Controlo bacterioldgico

Através da andlise macroscépica das 170 placas de Petri, constatou-se que todas
apresentaram uma contagem de UFC significativamente inferior aos valores limite
(500UFC/m®e 5UFC/cm?, para placas A e B respetivamente) *1*3 3 excecdo de uma

placa de contacto de superficies proveniente do refrigerador (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 — Resultados dos controlos do ar e superficies obtidos nas placas A e B referentes a CFL,
Refrigerador e Controlos

CFL Refrigerador Controlos
< 1UFC/m3 60 19 10
ar
> 3
(placas A) > 1UFC/m 1
2 500UFC/m3 0
» < 1UFC/cm? 60 8 10
superficies > 1UFClem? 1
(placas B)
> 5UFC/cm? 1

Em relacdo as placas de controlo, ndo se observou crescimento de micro-organismos,
0 que significa que o meio de cultura estava bem preparado e as condi¢cdes eram
adequadas.

Quanto a CFL, ndo se observou formacdo de colénias bacterianas nas 120 caixas
analisadas, o que indica que esta reunia as condic6es necessarias para realizacado dos
procedimentos radiofarmacéuticos (Tabela 4.1). Tais resultados estdo relacionados

com a existéncia de um fluxo vertical de ar laminar em toda a superficie, um sistema
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de ventilagdo e filtros tipo HEPA (do acrénimo inglés High Efficiency Particulate Air)
H14, que constituem barreiras a entrada de bactérias, assim como de uma lampada
UV cuja ligagéo diaria promove a esterilizacao do local.

Quanto ao refrigerador, no primeiro dia de estudo, 24 horas apdés incubacdo de uma
placa de controlo de ar a 37°C, observou-se formagdo de uma colonia de bactérias
(LUFC/m®). A mesma placa permaneceu na estufa a 37°C até as 48 horas, sem ter
ocorrido crescimento de novas colonias. E de ressaltar que este valor € muito inferior
ao valor limite (500UFC/m®) (Figura 4.14). Através analise macroscopica da placa
verificou-se que se tratava de uma colénia de bactérias, caracterizada por um aspeto

viscoso, conformagao circular e coloracéo préxima do branco (Figura 4.13) 142,

WA

Figura 4.13 - Placa de Petri de controlo de ar do refrigerador com meio TSA apresentado uma coldnia de
bactérias (coloracéo branca, aspeto viscoso e formacao circular)

Esta contaminacdo foi um caso isolado, muito provavelmente causada pelo
manipulador (respiracdo, toque, mucosas), uma vez que a colonia se desenvolveu
apos incubacéo (37°C), por inducdo do calor, tratando-se de uma col6nia de micro-
organismos mesofilos 1%,

Com base no sucedido procedeu-se a uma desinfecdo e manipulagdo mais

cuidadosas do refrigerador.

Em relacdo as placas de contacto de superficies, verificou-se que ocorreu crescimento
bacteriano em duas, ambas apo6s 72 horas de incubacdo a 30°C, o que indica que
eram bactérias mesdfilas . O facto destas UFC se terem desenvolvido
exclusivamente apds a incubacdo, reforca a ideia de as contaminacdes serem de
natureza humana, provenientes do manipulador. Numa das placas cresceu 1UFC
(inferior ao limite SUFC/m®) e na outra 14UFC (superior ao limite SUFC/m®) (Figura

4.14).
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CFL refrigerador

B Sem crescimento de UFC
B UFC dentro dos limites

 UFC acima dos limites

Figura 4.14 — Percentagem de placas (controlo de ar e de superficies) da CFL e refrigerador com e sem
crescimento de UFC

Estes resultados podem estar relacionados com o facto de as placas em questado
pertencerem a um grupo que permaneceu no refrigerador durante um periodo mais
longo de tempo (=10 horas), estando por issO sujeitas a uma maior exposicdo a
agentes contaminantes externos e maior interferéncia do operador.

O facto de se terem avaliado as diversas superficies do refrigerador, dificultou a
identificacdo da fonte de contaminagéo.

Verificou-se que apods reforco do procedimento de desinfecdo e do cuidado na
manipula¢cdo, ndo voltou a ocorrer crescimento bacteriano nas placas posteriores,
tratando-se de casos isolados.

N&o estando num laboratério de microbiologia e tendo por base um histérico de
valores aceitaveis decidiu-se néo repetir o procedimento. No entanto, se necessario,

poder-se-a sempre repetir as placas de forma a dissipar todas as duvidas.
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Capitulo V

5. Discussao de Resultados

A marcacdo do frasco padréo e das fractes foi efetuada com eluido cujo resultado do
controlo de qualidade (pH, pureza quimica, pureza radioquimica e pureza

radionuclidica) cumpria as especificacées da Farmacopeia portuguesa.

Com base nos radiocromatogramas e nos valores de pureza radioquimica obtidos com
ambos os métodos cromatogréficos sugeridos pelo fabricante, verificou-se que o mais
eficaz foi o método Il, com Sistema A composto por fase mével de NaCl 0,9% e fase
estacionaria de Whatman n°1 (13x2cm), e Sistema B composto por fase mével de
metanol/agua (85/15) e fase estacionaria de Whatman n°1 (13x2cm).

Verificou-se também que existem diferencas nos valores de pureza radioquimica
consoante o tipo de recipiente cromatografico utilizado. Assim, deve-se optar pela
utilizacdo de recipientes com uma maior &rea, como tinas, ao invés de provetas, uma
vez que as Ultimas podem gerar artefactos, nomeadamente subvalorizacdo dos

valores de pureza radioquimica.

Através da analise dos estudos de biodistribuicdo em murganhos Balb C referentes ao
¥MTc-HMDP marcado de acordo com as recomendacdes do fabricante (frasco
padrdo), as 2 e as 3 horas ap6s administracao do radiofarmaco, constatou-se que logo

as 2 horas a fixacdo 6ssea era elevada e a taxa de excregéo total adequada.

Com base nos radiocromatogramas e nos valores de pureza radioquimica obtidos com
ambos os fracionamentos, constatou-se que o fracionamento ll, isto é, o fracionamento
de frascos de HMDP (Osteocis®) em cinco fracdes de 1ml, é o mais apropriado. Como
tal, as fragbes utilizadas nos estudos de biodistribuigdo foram obtidas por

fracionamento |I.

Mediante a andlise comparativa dos radiocromatogramas e dos valores de pureza
radioquimica das fracdes, apurou-se que ndo existem diferencas significativas entre
fracOes refrigeradas e congeladas, e que ao longo do periodo de estudo (5 dias) nao
ocorreu diminuicdo dos valores de pureza radioquimica.

E de destacar que ambas as fracdes de dia um (terca-feira) e de dia trés (quinta-feira)
apresentaram valores de pureza radioquimica abaixo dos 95% recomendados pelo

fornecedor e pela Farmacopeia portuguesa. Estes valores tém, muito provavelmente a

53



Capitulo V — Discussao de Resultados

ver com problemas relacionados com a cromatografia, tendo em conta que nos
restantes dias os valores foram superiores, como é o caso da fracdo congelada de dia
quatro (sexta-feira) cujo valor (98%) foi idéntico ao do frasco padréo (98%), o que
significa que, a partida, o fracionamento resultou. Contudo, seria importante repetir-se
o fracionamento e o0s respetivos controlos de qualidade, de forma a obter-se maior

relevancia estatistica.

Para os estudos de biodistribuicdo foram administradas as fracdes de dia zero
(segunda-feira), dia dois (quarta-feira) e dia quatro (sexta-feira), todas com valores de
pureza radioquimica acima de 95%, caraterizando-se por elevada fixacdo no 0sso e
excrecao total adequada.

Assim, comparando os resultados do frasco padrdo com os das fragdes, verificou-se
gue nado existiam diferencas significativas a nivel das percentagens de atividade

injetada por 6rgéo, da excrecao total e da qualidade das imagens obtidas.

Relativamente ao pH, verificou-se que, quer para o frasco padrdo quer para as
fracbes, o valor se manteve dentro dos limites de tolerancia recomendados pelo

fornecedor e pela Farmacopeia portuguesa.

Através da andlise dos estudos de controlo bacteriol6gico, de superficies e da
gualidade do ar interno, realizados a CFL e ao refrigerador, verificou-se que nédo
ocorreu formacao de UFC na CFL. Ja no refrigerador, ocorreu crescimento de trés
UFC, em duas placas de contato de superficies e numa placa de controlo da qualidade
do ar interno. Contudo, o facto de o crescimento apenas ocorrer apés incubacédo e
tendo sido casos isolados, sugere-nos que as contaminacfes bacteriol6gicas foram

causadas por manipulacdo humana.
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Capitulo VI
6. Consideragdes Finais

O propésito desta dissertacdo foi o de estudar a influéncia das condicbes de
armazenamento de kits de HMDP (Osteocis®), ap6s fracionamento, com base nos
valores de pureza radioquimica, nos resultados dos estudos de biodistribuicdo em
modelo animal, ap6s marcacdo com *"Tc, e compara-los com os resultados de um
frasco marcado de acordo com as especificacdes do fabricante (frasco padrdo).

Assim, com base nos resultados de pureza radioquimica, nos estudos de
biodistribuicdo em modelo animal, péde-se concluir que € aceitavel utilizar fracdes de
1ml obtidas através do fracionamento de frascos de HMDP em cinco fra¢des, ao longo
de uma semana, quer sejam armazenadas num refrigerador, quer sejam armazenadas
num congelador. Contudo, 0 armazenamento a temperaturas mais baixas (congelador)
envolve uma menor probabilidade de ocorréncia de contaminacdes bacteriologicas.

E de salientar que ndo foram encontradas diferencas significativas entre os estudos de
biodistribuigéo relativos ao frasco referéncia e as fracdes estudadas.

No entanto, para aumentar a fiabilidade estatistica seria importante estudar um maior
namero de frascos.

Face aos resultados dos estudos de controlo bacteriolégico, péde-se concluir que a
CFL reunia as condi¢bes de assepsia necessarias no periodo de estudo, e que o
crescimento de micro-organismos no refrigerador foram, muito provavelmente, de

origem humana.

Como perspetivas futuras seria importante analisar a influéncia da variacdo de alguns
parametros relacionados com o fracionamento nos valores de pureza radioquimica e
nos estudos de biodistribuicdo, nomeadamente as dimensdes das seringas utilizadas
para fracionamento, bem como as atividades e volumes de marcacgéo das fracoes.
Seria igualmente interessante estudar qual o periodo maximo de tempo apdés o
fracionamento em que as fracbes podem ser utilizadas com seguranca e sem
comprometimento da acuidade diagnéstica.

Por ultimo, a extrapolacdo deste estudo para humanos seria interessante, de forma a

confirmar se os resultados se mantém.
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Anexo | - Gréficos de temperatura (°C) e humidade relativa (%rh) referentes ao refrigerador, nos periodos
de estudo

FChUsB

sex 31 sab 01 dom 02 seg 03 ter 04 qua 06 qui 06 sex 07 s4b 08 dom 09 seg 10

Colsius

dew point Humidity

From:- 30 August 2012 13:66:04 To:- 10 September 2012 22:63.04

Ll
qua19 sex 21 dom 23 ter 25

Celsius

dew point Humidity

From:- 17 September 2012 08:25:58 To:- 27 September 2012 16:39:58

Anexo Il — Valores de % A.l./6rgéo, % A.l./g e % excrecdo total referentes ao frasco padrdo as 2 e 3
horas ap6s administracéo

Orgao ] o 2 horas - 3 horas
% A.l./ 6rgéo + dp % A.l./g+dp % A.l./ Orgao = dp % A.l./ g +£dp
n=3 n=3
sangue 0,5+0,1 04+0,1 0,45 + 0,06 0,38 + 0,02
intestino 0,8+0,2 04+0,1 0,8+0,1 0,38 + 0,04
coragéo 0,05 + 0,02 0,3+0,2 0,08 + 0,04 0,6 +0,3
rim 0,52 + 0,08 1,5+0,2 0,8+0,1 2,4+03
musculo 16+0,2 0,20 + 0,03 1,8+0,2 0,23 +0,04
0SS0 185+15 8,9+05 18,1+ 0,6 93+1.2
estdbmago 0,4+0.3 0,9 +0,6 0,16 + 0,02 0,34 + 0,03
% excregdo total 36,4 +2,6 394+41
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Anexo Il — Valores de % A.l./g de 6rgéo e % excrec¢do total referentes as fragfes de dia 0, dia 2 e dia 4,

as 2 horas ap6s administragao

% A.l./g £dp
L Fracdo dia 0 Frac@es dia 2 Fracdes dia 4
Orgéo (segunda-feira) (quarta-feira) (sexta-feira)
refrigerada congelada refrigerada congelada
n=3 n=2 n=2 n=3 n=3
sangue 0,21 + 0,02 0,17 +0,03 0,13+ 0,04 0,13+0,1 0,18 + 0,03
intestino 0,4+0,2 0,3+0,1 05+0,2 0,16 + 0,01 0,4+0,1
coragao 0,10 + 0,04 0,11 +0,01 0,09 + 0,00 0,2+0,1 0,10 + 0,03
rim 1,2+0,3 1,2+0,1 0,95 + 0,02 0,85+ 0,03 1,1+0.22
masculo 0,2+0,1 0,24 +0,03 0,22 +0,01 0,16 + 0,05 0,23+ 0,02
0SS0 9,4+15 9,9+1,0 10,2+ 1,8 8,2+0,2 74+05
estdmago 0,17 + 0,09 0,9+0,5 0,21 +0,01 0,18 + 0,01 0,8+0,7
% excrecgao total 47,4 +2,7 51,1+33 54,9+2,8 56,5+ 1,2 51,0+4,4
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