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RESUMO

O presente trabalho propde uma metodologia para obtencdo do radiofarmaco Macro-
Agregado de Soro Albumina Humano (MAA), para posterior marcacdo deste com o
radioisotopo tecnécio-99-metaestavel (*°™Tc) e, assim, seu uso em diagnostico por
imagem. O método propde uma melhoria de processo, em processo, para a manufatura
deste radiofarmaco em relacdo aos processos ja descritos nos compéndios internacionais.
O ®™Tc-MAA é um radiofarmaco imprescindivel, principalmente, para o diagndstico de
patologias pulmonares permitindo a avaliacdo da capacidade de perfusdo do paciente.
Neste trabalho sdo apresentados os estudos desenvolvidos para a obtencdo de uma
preparacdo farmacéutica liofilizada de natureza atdxica, estéril e apirogénica para
administracdo endovenosa. O produto injetavel reconstituido foi caracterizado pela
uniformidade do particulado em suspensdo em relacdo ao nimero e ao tamanho dos
agregados proteicos. As analises de microscopia 6ptica e de microscopia eletronica de
varredura (MEV) para verificacdo do tamanho e do nimero de particulados demonstraram
que nenhum dos agregados apresentou tamanho superior a 150 um, estando, portanto,
dentro do limite m&ximo para aplicacéo clinica. Os ensaios radioquimicos demonstraram
a producdo de um produto com elevado grau de pureza radioguimica (PRQ). As
caracteristicas radioquimicas apresentadas pelo produto marcado atendem aos requisitos
descritos nas farmacopeias internacionais (PRQ > 90%) permitindo o seu emprego para
o diagndstico por imagem utilizando técnica de avaliacdo cintilografica pulmonar de
perfusdo em medicina nuclear por meio da SPECT (tomografia computadorizada por

emissdo de foton unico).

Palavras-chave: Radiofarmacos: " Tc-MAA: Perfusdo Pulmonar; SPECT: Medicina

Nuclear;



ABSTRACT

This work proposes a methodology to obtain the radiopharmaceutical Human Macro-
Aggregate Albumin (MAA) for further labeling with the radioisotope technetium-99-
metastable (99mTc) and use in diagnostic imaging. The method proposes a process
improvement during the manufacturing process for the production of this
radiopharmaceutical regarding the established procedures described in international
bibliography. 99mTc-MAA is a indispensable radiopharmaceutical, especially for the
diagnosis of lung diseases, allowing the evaluation of patient perfusion capacity. This
work presents the studies designed to obtain a lyophilized, non-toxic, sterile and pyrogen-
free pharmaceutical preparation for intravenous administration. The injectable product
reconstituted was characterized by the uniformity of the particles in suspension in relation
to the number and size of protein aggregates. The analysis of optical microscopy and
scanning electron microscopy (SEM) to check the number and size of particles have
showed that none of the aggregates had size larger than 150 microns, therefore, within
the clinical application limit. The radiochemical assays demonstrated the production of a
product with high radiochemical purity (RQP). The radiochemical characteristics
presented by the marked product according to the international pharmacopoeial
requirements (QRP > 90%) allowing its use for diagnostic imaging through the technique
that uses scintigraphic evaluation of pulmonary perfusion in nuclear medicine by single-

photon emission computed tomography (SPECT).

Keywords: Radiopharmaceuticals; *°™Tc-MAA ; Pulmonary Perfusion; SPECT; Nuclear
Medicine;
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1. INTRODUCAO

1.1.MEDICINA NUCLEAR

A Medicina Nuclear (MN) é uma especialidade médica que permite o diagndstico
e/ou terapia de diversas enfermidades, de acordo com o tipo de emissdo radioativa
utilizada (WERLANG et al., 2009). Os tipos de radiacdes mais importantes em MN séo:
radiacdo gama (y) e particulas beta () (THRALL e ZIESSMAN, 2003). A radia¢dao gama
ou foton gama € utilizado no diagnéstico (formacao da imagem) e as particulas alfa e beta
sdo utilizadas com finalidade terapéutica (DULLIUS, 2011).

As particulas alfa sdo nucleos de hélio, constituidos por dois prétons e dois néutrons,
tendo duas cargas positivas. A reacdo de desintegracdo alfa pode ser expressa pela
equacéo 1:

AXz =" z2+ *He + Q [1]

Sendo “Q” a energia liberada no processo de desintegracdo, oriunda da diferenca de
massa existente entre o ndcleo-pai e os produtos da desintegracao.

As particulas alfa sdo emitidas como energias discretas e caracteristicas do nucleo
pai. A desintegracdo alfa é caracteristica de nucleos pesados (Z > 82), salvo excecdes,
sendo que a maioria dos nuclideos emissores alfa sdo naturais.

As particulas beta (B) podem adquirir cargas positivas ou negativas, dependendo do
tipo de desintegracdo. Quando o ndcleo possui um néutron em excesso, este € convertido
em um proton e uma particula beta negativa (p°). A reacdo de desintegracéo beta negativa
(B) pode ser expressa pela equacéo 2:

AXz=AYzu+ B +Vv+Q [2]
sendo “v” representado pelo antineutrino, particula sem carga, com massa de repouso
extremamente pequena e que se desloca a velocidade da luz. O antineutrino transporta a
diferenca de energia existente entre a energia da particula beta negativa e a energia
disponivel, dada pela diferenca de massa entre o nlcleo pai e os produtos da desintegracao
Q).

Como o nucleo possui niveis de energias discretos, a emissdo de uma particula com
espectro continuo de energia é explicada pela emissdo de uma segunda particula, neste
caso 0 antineutrino. A particula beta negativa possui as mesmas caracteristicas dos
elétrons atdmicos, porém tem origem no nucleo. A emissao de particula - € diferente das
emissOes o uma vez que as particulas - sdo emitidas em um espectro continuo de energia,
variando de zero até um valor maximo, caracteristico do nicleo pai. Esta energia maxima
esta na faixa de 0,05 - 3,5 MeV, para os nuclideos mais comuns (XAVIER et al., 2014).



Por outro lado, quando o nucleo possui um préton em excesso, este é convertido em
um néutron e uma particula beta positiva (B*) (positron). A reacdo de desintegracédo beta
positiva (B*) pode ser expressa pela equacéo 3:

AXz=AYz1+ B +Vv+Q [3]

O positron (B*) possui a mesma massa do elétron e sua carga tem valor absoluto igual
a do elétron, porém com sinal positivo. De maneira andloga as particulas beta negativas,
as particulas beta positivas sao emitidas em um espectro continuo de energia. Neste caso,
a energia maxima esta na faixa de 0,3 - 1,4 MeV, para os nuclideos mais comuns.

Em muitos casos, apds ocorrer um dos tipos de desintegracdo descritos
anteriormente, o processo radioativo se completa. Em outros, o nucleo filho é formado
em um de seus estados excitados, contendo, ainda, um excesso temporario de energia.
Quando isto ocorre, 0 ndcleo filho emite essa energia armazenada sob a forma de raios
gama (y). A radiacdo gama constitui-se numa onda eletromagnética com origem nuclear,
diferentemente da radiacdo X, oriunda da eletrosfera quando os elétrons sofrem mudanca
de orbital. O féton gama pode ser retratado como um pequeno pacote de energia, também
chamado quantum, que se move através do espaco com a velocidade da luz. Embora
fétons ndo possuam massa, eles possuem campos elétricos e magnéticos que se movem
continuamente sob a forma de ondas senoidais (XAVIER et al., 2014). As propriedades
importantes do modelo senoidal sdo a frequéncia (f) e 0 comprimento de ondas (), sendo
a equacdo da onda expressa pela equacao 4:

V=fA [4]

A energia dos raios gamas emitidos pelos diferentes nuclideos esta,
aproximadamente, na faixa de 0,03 — 3 MeV.

O diagnédstico em medicina nuclear é baseado, principalmente, em medidas nédo
invasivas realizadas com fontes internas de radiacdo ionizante, utilizando detectores de
radiacdo que permitem a medi¢do do radionuclideo aplicado ao paciente (DULLIUS,
2011). O desenvolvimento desse tipo de tecnologia subsidia-se no principio basico de
aplicacdo de radiofarmacos para a obtencdo de imagens diagnésticas (LYRA etal., 2011).
Em um exame in vivo de medicina nuclear, um radiofarmaco é administrado ao paciente;
em seguida, um instrumento de aquisicdo de imagens detecta a radiagdo, oriunda do
decaimento do radionuclideo, possibilitando o estudo da funcionalidade de um 6rgéo ou
a deteccdo precoce de tumores (FERREIRA et al., 2011). Para o diagndstico in vitro, o
material é coletado, normalmente sangue, e se verifica a reacdo de contraste radioativo

com as células neoplasicas e outras anomalias (SHARP et al., 2005).



A cintilografia € um procedimento que permite identificar a emissdo de uma radiagdo
ionizante, através da conversdo da radiacdo em luz (cintilagcdo). A cintilografia inclui a
cintilografia planar, a tomografia por emissdo de foéton unico (SPECT - single-photon
emission computed tomography) e a tomografia por emissdo de positron (PET — positron
emission tomography) (ZAIDI, 2006). A SPECT é amplamente utilizada em MN, pois
possibilita a obtencdo de dados fisiologicos qualitativos para o diagnostico por imagem
(LYRA et al., 2011).

A camara de cintilacdo, geralmente, é composta por colimadores, que limitam o
angulo de aceitagdo da radiacdo incidente e define a distribuicdo espacial da radiagéo
gama que chega até o cristal. Apds o colimador encontra-se o cristal de cintilag&o,
normalmente de iodeto de sodio enriquecido com talio (Nal:Tl). Atras do cristal um guia
de luz é opticamente acoplado aos tubos fotomultiplicadores (FMT), que convertem e
multiplicam a luz da cintilagdo em sinal eletrénico. O sinal de saida € analisado e define
a posicdo espacial (X, y) da radiacdo incidente, atraves do circuito de posicionamento.
Outro circuito, chamado de circuito de adi¢do, amplifica o pulso inicial; ap6s essa
amplificacdo o sinal atravessa um circuito que analisa a altura do pulso, ou seja, verifica
a energia desse evento (ZAIDI, 2006).

A FIG.1 apresenta os componentes basicos de uma cdmara de cintilag&o.
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FIGURA 1: Esquema de uma cadmara de cintilacdo (THRALL e ZIESSMAN,
2003).

Em equipamentos que contém o sistema tomoégrafo existe um conjunto de
engrenagens num suporte (gantry) onde os detectores sdo fixados, permitindo
movimentos giratérios. O principal objetivo de sistemas tomdgrafos é uma melhor
definicéo dos detalhes da imagem (THRALL e ZIESSMAN, 2003). A SPECT-CT é uma
técnica para obtencdo de imagens tomogréaficas por meio da representacao da distribuicéo



de um radiofarmaco especifico emissor de fétons gama com afinidade pelo 6rgao de
interesse (LYRA et al., 2011).

Além disso, muito frequentemente, os métodos em MN se associam bem a outros
métodos j& consagrados, como a tomografia computadorizada e a ressonancia magnética,
complementando-os com informagdes funcionais. Os chamados SPECT-CT (tomografia
por emissao de féton Unico — tomografia computadorizada) e PET-CT (tomografia por
emissdo de positrons — tomografia computadorizada) sdo bons exemplos deste fato; neles
se combinam, em um mesmo aparelho, um método anatdmico (CT) com outro
eminentemente funcional (SPECT ou PET) (WERLANG et al., 2009).

Por estarem fundamentadas em preceitos fisioldgicos, podemos afirmar que as
imagens que se produzem em MN revelam principalmente condi¢des funcionais do
organismo (WERLANG et al., 2009). Essas imagens também podem ser avaliadas em
termos quantitativos para medir processos bioquimicos ou fisiolégicos importantes na
analise clinica (ZAIDI, 2006).

1.2.RADIOFARMACOS

De acordo com a RDC n° 63 da ANVISA de 18 de dezembro de 2009, sdo
denominadas como radiofarmacos todas as preparaces farmacéuticas com finalidade
diagndstica ou terapéutica que, quando prontas para 0 uso, conttm um ou mais
radionuclideos (is6topos radioativos); compreendem também os componentes néo
radioativos para marcacdo; além dos componentes extraidos dos geradores de
radionuclideos. Além disso, € sabido que os mesmos quando utilizados para fins de
diagndstico ou terapia, geralmente, ndo provocam efeitos farmacolégicos in vivo. A
maioria dos radiofarmacos € administrada por via endovenosa, por via oral ou por via
aérea. Assim, os radiofarmacos devem ser substancias de natureza atoxica, estéreis
e apirogénicas (EANM, 2009).

Os radiofarmacos sdo produtos farmacéuticos compostos por dois componentes
principais: um radionuclideo, que fornece a radiacdo caracteristica desejada, e uma
molécula com biodistribuicdo conhecida, adequado para o comportamento fisiolégico do
radiofarmaco (EANM, 2009). Decorrem desses componentes, as caracteristicas
especificas que determinam as propriedades de cada produto em particular (ABREU et
al., 2006).

O farmaco € o responsavel pela biodistribuicdo do radiofdrmaco apds a
administracdo deste no paciente, permitindo a presenca ou 0 acimulo do radionuclideo

no orgdo de interesse. A captacdo de radioatividade deve ser o mais especifico possivel,



a fim de minimizar a irradiacdo de outros 6rgdos. Isto é particularmente importante
quando se utilizam radiofarmacos para a terapia, devido a emisséo de particulas alfa ou
beta de alta energia. Porém, ndo € menos importante para os de diagnostico, afinal, é
desejavel que o radiofarmaco se acumule preferencialmente no 6rgao em estudo, ja que a
presenca de radioatividade em é&reas ndo requeridas pode obscurecer os detalhes
estruturais das imagens dos 6rgaos em estudo (EANM, 2009).

A meia-vida (T12) de um radionuclideo determina a sua taxa de decaimento
radioativo. Se a meia-vida (T12) for muita curta, a atividade podera decair para um nivel
muito baixo antes da obtengdo da imagem. Por outro lado, se a meia-vida for muito longa,
podera haver a exposicéo excessiva do paciente a radiacdo (EANM, 2009). Dependendo
das caracteristicas dos radionuclideos, os radiofarmacos sdo usados para diagndstico ou
para terapia. Radiofarmacos para diagnostico decaem emitindo raios gama, no caso de
SPECT, ou positrons, no caso de PET. Radiofarmacos para terapia decaem emitindo
particulas alfa ou beta, as quais podem causar danos radioativos em células e tecidos
especificos (COUTO et al., 2006).

1.3. TECNECIO-99-METAESTAVEL

Alguns radionuclideos que sofrem decaimento radioativo apresentam estados
excitados intermediéarios com duracdo maior do que 107 segundos, esses estados sdo
chamados de estados metaestaveis, sendo indicados através da letra “m” logo ap6s o
nimero de massa, por exemplo, o tecnécio-99m, que é o nuclideo filho do molibdénio-
99. A transicao do estado metaestavel para o estado fundamental é isomérica porque nao
altera o nimero atdbmico (THRALL e ZIESSMAN, 2003).

O crescimento do diagnostico por imagem por meio da MN foi devido,
principalmente, a descoberta de radiois6topos com tempo de meia-vida (T1/2) adequado e
energia ideal, como o Tecnécio-99-metaestavel (**™Tc). Este radioisétopo é utilizado em
mais de 80% de todos os procedimentos de diagnostico in vivo em MN (MARQUES et
al., 2001). Um dos principais fatores para a disseminacgéo do uso deste radioisotopo € a
meia-vida (T12) curta, de apenas 6,02 h, e por ser um emissor de radiacdo gama pura com
fotons de 140 keV (kiloeletron volt), ideal para a formacdo da imagem em medicina
nuclear (THRALL e ZIESSMAN, 2003).

Além da meia-vida, outro fator determinante para a alta demanda do %®"Tc ¢ a
facilidade de obtencdo. O %™Tc pode ser obtido por meio de um gerador de

Molibdénio/Tecnécio (*Mo/*®™Tc) (Figura.2). O gerador possui uma vida Gtil de até duas



semanas e € disponibilizado, semanalmente, para as radiofarmaécias brasileiras pelo érgdo
estatal responsavel - IPEN/CNEN (ABREU et al., 2006).

Um gerador de radionuclideos é uma fonte de radionuclideos para a preparacao de
radiofarmacos. Baseia-se no principio de que um radionuclideo pai origina um
radionuclideo filho por decaimento (Figura.3), sendo este ultimo removido por eluicdo
com uma solugdo de cloreto de sddio (NaCl) 0,9%, no qual o eluato resultante é usado
para compor o radiofarmaco, segundo a RDC n° 67 da ANVISA de 2007. O gerador mais
comumente utilizado em MN é o gerador de molibdénio/tecnécio (**Mo/**™Tc), o qual
consiste em uma coluna de alumina (Al>O3) com Mo fortemente ligado, na forma de
®Mo0.%, que por decaimento origina o **"Tc na forma de pertecnetato de sodio

(**™TcO4) quando da eluigdo do gerador com uma solugéo salina estéril (SAHA, 2003).

Frasco de coleta

Soluglo = (vicuo)

fisioldgica

Volume eluido

Coluna de vidro

Mo adsorvido
+

crescimento da
Blindagem atividade do™"To
de chumbo

FIGURA 2: Gerador de ®*Mo/*®™Tc e componentes internos (ZOLLE, 2007)

Esse sistema de obtencdo de radionuclideos é economicamente vantajoso quando
comparado aos de producdo por meio de reatores nucleares ou ciclotrons, além de ser de
mais facil operacdo. Sempre que necessario, o radioisotopo de interesse pode ser
produzido na propria radiofarmacia, enquanto os radioisotopos produzidos em reatores
nucleares e ciclotrons geralmente possuem dias especificos para a producdo, sendo
necessario programar a compra e agendar os exames com maior antecedéncia (SAHA,
2003).
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FIGURA 3: Diagrama do decaimento do radionuclideo instavel ®*Mo ao
radionuclideo estavel *°Ru (ZOLLE, 2007)

Devido aos seus multiplos estados de oxidagao e a sua quimica versatil, o tecnécio é
capaz de produzir uma variedade de complexos com caracteristicas desejaveis. O ®MTc é
utilizado em varios procedimentos diagnosticos, desde cintilografias de glandulas
salivares, que utiliza apenas o produto diretamente eluido do gerador (o %°MTc-
Pertecnetato) (Figura.4) sem a necessidade de ser complexado a outro farmaco, até
exames para o diagnostico de tumores neuroenddcrinos, como é o caso do " Tc-HYNIC-

Octreotide (Figura.5), um radiofarmaco de estrutura mais complexa (IAEA, 2008).

FIGURA 4: Estrutura molecular do Anion Pertecnetato (**"TcO47) (ZOLLE, 2007)
Ha centenas de complexos de **™Tc Gteis para procedimentos diagnosticos, dos quais

mais de trinta sdo rotineiramente utilizados em MN (IAEA, 2008).

FIGURA 5: Estrutura molecular do **"Tc-HYNIC-Octreotide (ZOLLE, 2007)



1.4.CONTEXTUALIZAQAO E PERSPECTIVAS ATUAIS DOS
RADIOFARMACOS

Radiofarmacos contendo *™Tc¢ podem ser classificados como sendo de primeira, de
segunda ou de terceira geragédo, dependendo de seu nivel de complexidade. A primeira
geracdo de radiofarmacos de tecnécio foi desenvolvida com base no metabolismo de
absorcdo, distribuicdo e excrecdo dos complexos contendo esse radionuclideo. As
primeiras pesquisas conduziram a producdo de radiofdrmacos para diagndstico por
imagem de tireoide com *™TcO4, de figado (**™Tc-coldides), de esqueleto com *°™Tc-
difosfonados (Figura.6), de rim com ®MTc-DMSA (Figura.7) e de pulmdo (*™Tc-MAA)
(IAEA, 2008).

FIGURA 6: Estrutura molecular do **™Tc-Difosfonado (MDP) (ZOLLE, 2007)
0 o
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FIGURA 7: Estrutura molecular do ®®*"Tc-DMSA (ZOLLE, 2007)

Os radiofarmacos de segunda geracdo baseiam-se na correlacdo estrutura-atividade
subjacente a0 comportamento bioldgico dos complexos de ®™Tc devido as propriedades
fisico-quimicas como o tamanho, carga e lipofilicidade, sendo, principalmente, utilizados
para a obtencdo de imagens de perfusio do miocardio, no caso de **"Tc-MIBI (Figura.8)
e ¥™Tc-Tetrofosmin (Figura.9), e do cérebro, no caso de ®™Tc-HMPAO (Figura.10) e

9MTc-ECD (Figura.11) (IAEA, 2008).
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FIGURA 8: Estrutura molecular do *™Tc-Sestamibi (ZOLLE, 2007)
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FIGURA 9: Estrutura molecular do **™Tc-Tetrofosmin (ZOLLE, 2007)
Atualmente, radiofarmacos de *®™Tc sdo projetados para funcionar como vetores para
distribuicdo de radioatividade em biomoléculas especificas, tais como receptores e
transportadores. Os melhores exemplos de radiofarmacos de terceira geragio sdo o *™Tc-
HYNIC-EDDA-TOC ou *™Tc-HYNIC-Octreotide, desenvolvido como alternativa para
o !In-Octreotide e utilizado para imagens de tumores neuroenddcrinos, e o *™Tc-
TRODAT-1 (Figura. 12), utilizado para estudos de receptores cerebrais (IAEA, 2008).
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FIGURA 10: Estrutura molecular do **"Tc-HMPAO (ZOLLE, 2007)
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FIGURA 11: Estrutura molecular do ®™Tc-ECD (ZOLLE, 2007)

Os radiofarmacos contendo **"Tc para SPECT-CT mais utilizados nos servigos
de MN e nas radiofarmacias hospitalares brasileiras sdo os kits de 2-metoxi-isobutil-
isonitrila (MIBI), Acido medrbnico (MDP), Acido pentético (DTPA), Acido fitico
(FITATO), Diidrocloreto de biscisato (ECD), Macro-agregado de albumina (MAA),
Disofenina (DISIDA), Pirofosfato tetrassodico (PIROFOSFATO) e Dextrana 70
(DEXTRAN 70) (ARAUJO,1995).

HE— |

Cl

FIGURA 12: Estrutura molecular do **"Tc-TRODAT-1 (ZOLLE, 2007)
1.5.SORO ALBUMINA HUMANO (HSA)

O soro albumina humano (HSA) é a proteina de maior abundancia no sangue,
representando cerca de 60% das proteinas totais no plasma e na sintese hepatica, com
peso molecular de 66 a 69 kDa (ALMEIDA et al., 2009). E sabido que o HSA
desempenha func¢do de transporte de metabolitos circulantes como acidos graxos livres,
aminoacidos, hormonios e metais pesados (cobre e zinco), além de drogas de abuso e
farmacos (CHUANG et al., 2002).

A Figura 13 mostra a estrutura de cadeias de duas moléculas de HSA, onde os
residuos de cisteina (Cys34) e triptofano (Trp214) aparecem representados como esferas.
Dezessete pontes dissulfeto ajudam a manter a estrutura terciaria (ALMEIDA et al.,
2009).
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FIGURA 13: Estrutura quaternaria do HSA com os residuos de cisteina e triptofano em
destaque (ALMEIDA et al., 2009).

A proteina liga-se ao tecnécio-99m apds a reducdo deste pelo cloreto estanoso, de
heptavalente para pentavalente (GARCIA et al.,, 2006), constituindo assim um
radiofarmaco (*™Tc-HSA) que é comumente utilizado como agente para determinacio
de alterac@es na circulacdo linfatica, diagndstico de linfoedemas primarios e secundarios,
além de aplicacéo clinica para testes das fungdes cardiacas (WANG et al., 2007).

1.6.MACRO-AGREGADO DE ALBUMINA (MAA)

Apbs a realizacdo dos estudos de biodistribuicdo desenvolvidos por George Taplin
(TAPLIN et al., 1964), o MAA foi introduzido na medicina clinica por James Quinn e
Henry Wagner, (WAGNER et al., 1964). O agente original *!I-MAA. Cabe resaltar que
Wagner realizou o primeiro estudo humano em si mesmo (FREEMAN, 2014).

No inicio da década de 1970, com a aprovacao do Food and Drug Administration
(FDA), muitas induastrias farmacéuticas produtoras de radiofarmacos (Squibb, New
England Nuclear/Dupont, CIS/Syncor, Diagnostic Isotopes, Merck-Frost e Draxlmage)
iniciaram a producdo e comercializagdo deste cold kit para marcagdo com %MTc
(FREEMAN, 2014). O Macro-Agregado de Albumina humana marcado com tecnécio
(**"Tc-MAA) é o principal agente de perfusdo para exames cintilograficos de rotina,
amplamente empregado para o diagnostico de embolia pulmonar por SPECT (PINSKY
et al., 1975; JOVANOVIC et al., 1978); embora outros radionuclideos como Gélio-68
também possam ser empregados para 0 mesmo proposito diagndstico (GREGORY &
MARK, 1989), contudo por meio de outra modalidade da medicina nuclear, a tomografia
por emissao de positron (PET).

0 ¥MTc-MAA ¢é utilizado para a aquisicio de imagens de perfusdo pulmonar para
diagnostico de diversas doencas, como embolias, enfisema, carcinoma bronquico e

avaliacdo do grau de vascularizagdo do parénquima pulmonar (BAJC et al., 2010). Tem
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sido também empregado para a analise da venografia e possivel trombose de veias
profundas nas extremidades inferiores (SAHA, 2003).

0 9MTc-MAA pode ser usado também para o estudo de patologias cardiacas e leses
valvulares e na localizacdo radioguiada de lesdo oculta, podendo ser administrado
proxima a lesdo tumoral para auxiliar a sua localizacdo operat6ria. Apds a administracdo
intravenosa, as particulas de tamanho entre 10 e 100 pm sdo depositadas
proporcionalmente a capacidade de perfusdo, nos capilares pulmonares e nas arteriolas
pré-capilares. Pelo menos 60.000 particulas sdo necessarias para a producdo de uma
imagem de perfusdo adequada referente a uma regido pulmonar especifica (BRITISH
PHARMACOPEIA, 2009).

Na prética clinica, aproximadamente 100.000 a 400.000 particulas sdo rotineiramente
injetadas em pacientes adultos. O numero de capilares ocluidos comparado ao total de
capilares — cerca de 280 bilhdes — € praticamente insignificante, enquanto que menos de
1% das arteriolas pré-capilares e artérias distributivas podem vir a ser ocluidas se
particulas maiores que 150 um forem administradas, ocasionando embolismo pulmonar
regional (SAHA, 2003). Como existem aproximadamente 300 milhdes de arteriolas pré-
capilares e bilhdes de capilares pulmonares, uma pequena fragdo dos vasos pulmonares
sera ocluida (BAJC et al., 2010). Uma vez ocorrida a ocluséo - o MAA ¢é suficientemente
fragil para promover uma micro-oclusao temporaria - sendo evidenciado um aumento da
pressdo pulmonar arterial. Conforme recomendacao ndo mais de 100.000 particulas para
pacientes com hipertensdo pulmonar, o nimero de particulas deve ser reduzido conforme
a proporcao da severidade da doenca. Em criancas, o nimero de particulas € ajustado de
acordo com o peso (SAHA, 2003). Em pacientes com shunt cardiaco da direita para a
esquerda, as particulas de MAA podem induzir microembolizacédo cerebral e, portanto, o
namero de particulas deve ser reduzido (BAJC et al., 2010).

Para uma distribuicdo uniforme, a suspensdo de MAA deve ser administrada
lentamente por injecdo intravenosa, enquanto o paciente respira normalmente. As
imagens cintilograficas do pulmdo sdo obtidas imediatamente ap6s a injecdo em uma
gama-camara com colimadores de baixa energia. O paciente deve estar em decubito
dorsal, na posicdo supinada, para uma distribuicdo uniforme das particulas no pulmao,
uma vez que em posicao sentada uma maior parcela das particulas tendem a se localizar
na porcdo inferior devido a gravidade, resultando, portanto, em uma distribuigdo desigual
do radiofarmaco no 6rgao (SAHA, 2003).
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1.7.CARACTERISTICAS FISICAS DO MAA

A aparéncia fisica de um radiofdirmaco é importante tanto para a analise
farmacologica pré-marcacgdo, quanto para a analise radioquimica ap6s a reconstitui¢do do
liofilizado, uma vez que uma solucéao verdadeira ndo deve conter material particulado em
suspensdo. E de fundamental importancia estar familiarizado com a cor e o estado
especifico de determinado radiofarmaco, pois quaisquer modificagdes nesses parametros
macroscopicos, como cor e transparéncia da solucdo, devem ser identificados
pontualmente, uma vez que podem provocar modificacdes no radiofarmaco e alterar o
seu padrao de distribuicdo no organismo humano (SAHA, 2003).

Assim como as preparacdes coloidais, 0s agregados devem ter uma gama de tamanho
de particulas adequada a sua finalidade. Em relacdo aos coloides, por exemplo, para a
visualizacdo do sistema reticulo-endotelial, as particulas devem possuir um tamanho
médio de 100 nm. Por outro lado, quando se trata de agregados radioquimicos como o
9MTc-MAA, o tamanho de particula deve estar entre 10 e 100 um, identificados por meio
de equipamentos como o hemocitdmetro sob microscopia de luz (SAHA, 2003).
PreparacGes que contenham particulas maiores que 150 um devem ser descartadas,
devido & possibilidade de oclusdo massiva das artérias pulmonares (BRITISH
PHARMACOPEIA, 2009).

1.8.CARACTERISTICAS RADIOQUIMICAS DO ¥"TC-MAA

A preparacéo do radiofarmaco *™Tc-MAA por meio da reconstituicio de conjuntos
de reagentes liofilizados (cold kits) envolve, inicialmente, a estabilizacdo da temperatura
do frasco armazenado entre 2 a 8 °C para a temperatura ambiente, para que se possa
reconstituir o liofilizado com a solugdo de pertecnetato **™TcO4". Alguns kits requerem
de 2 a 15 minutos de incubacdo para o processo de radiomarcacdo. A eficiéncia de
marcacdo desse radiofarmaco € equivalente a 90%. A estabilidade do radiofarmaco apo6s
reconstituicdo € de 6 a 8 h, estando em temperatura ambiente ou, preferencialmente, a 2
ou 8 °C (SAHA, 2003).

Antes de retirar a dose especificada para o paciente, o contetdo do frasco deve ser de
agitadosuavemente para homogeneizar a suspensdo. Desse mesmo modo, a seringa
contendo o radiofarmaco deve ser homogeneizada suavemente antes da administracéo
intravenosa desse radiofarmaco. A dose injetada no paciente € equivalente a 2 ou 4 mCi
(milicurie), o equivalente a 74 ou 148 MBq (megabecquerel). Pelo menos 95% da
atividade administrada ao paciente fica retida no pulméo, sendo a meia vida efetiva para

a depuracdo (clearance) pulmonar do MAA de aproximadamente 2 a 3 h. As particulas
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sdo quebradas em particulas menores por meio dos movimentos mecanicos pulmonares e
acdo proteolitica enzimatica, liberando os produtos da lise na circulacdo para posterior
remocao destas por parte dos fagocitos no sistema reticulo endotelial (SAHA, 2003). Os
radiofarmacos sdo produtos preparados a partir de kits industriais, porém apenas um
percentual minimo destes é entregue aos servigos de MN na sua forma pronta para uso.
A manipulacdo dos radiofarmacos, principalmente em hospitais, €, portanto, parte
integrante do sistema pelo qual a qualidade desses produtos farmacéuticos é estabelecida
(IAEA, 2008).

Para a determinagdo do grau de pureza radioquimica dos radiofarmacos, diversas
bibliografias descrevem a utilizagdo da cromatografia em camada delgada (CCD ou
ITLC, do inglés Instant Thin Layer Chromatography) (NORENBERG et al., 2005;
TSOPELAS et al., 1996). A técnica de CCD tem sido o principal método empregado no
controle de qualidade dos radiofarmacos, por ser um método fisico-quimico de separacéo.
Ela estd fundamentada na migracdo diferencial dos componentes de uma mistura,
mensurado pelo indice de retencdo (Rf) que ocorre devido a diferentes interacGes, entre
duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria (IAEA, 2008).

A Figura 14 demonstra a determinacdo do grau de pureza radioquimica por
cromatografia em camada delgada (CCD) usando diferentes solventes.
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FIGURA 14: Esquema demonstrativo da técnica de cromatografia em camada delgada
(CCD) para realizacdo do controle radioquimico de radiofarmacos (ZOLLE, 2007).

Para injecdes de MAA marcada com tecnécio, segundo a Farmacopéia Americana

(USP — 32), ndo menos de 90% do total de radioatividade é esperada na forma de *°™Tc-

MAA. O método farmacopeico emprega dois métodos distintos:
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Sistema 1 - cromatografia ascendente: fase estacionaria de papel
cromatografico (placa de 2,5 x 30 cm), e fase movel contendo metanol/H20
diluida (7:10, v/v). O radiofarmaco permanecera no ponto de origem do
sistema (Rf 0.0 — 1.0) e as impurezas presentes migrardo para a extremidade
do sistema (Rf 0.7 — 1.0).

Sistema 2 — centrifugacdo: aliquote uma porcéo do radiofarmaco em um tubo
de centrifuga, e centrifugue a 2000 rpm por 5 a 10 minutos. Separe 0
sobrenadante por aspiracdo e determine o percentual de radioatividade do
sobrenadante em relacdo ao total de radioatividade. Ndo mais de 10% de

impurezas radioguimicas dispersas sdo esperadas por esse método.

Segundo a Farmacopéia Britanica, ndo mais de 5% de impurezas radioquimicas sao

esperadas, em termos de pureza radioquimica. O método farmacopeico emprega dois

sistemas cromatogréaficos:

Sistema 1 - cromatografia ascendente: fase estacionaria de silica gel, e fase
movel de solucdo de metil-etil-cetona. Na corrida cromatogréfica o
radiofarmaco deve percorrer de 10 a 15 cm em cerca de 10 minutos. O
radiofarmaco permanecera no ponto de origem do sistema (Rf 0.0 — 1.0) e as
impurezas presentes migrardo para a extremidade do sistema (Rf 0.7 — 1.0).

Sistema 2 — cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de excluséo
por tamanho: fase estacionaria coluna de aco inoxidavel de 0,6 x 7,5 mm de
didmetro interno empacotada com resina de silica gel para exclusdo por
tamanho e fase movel concentrada (1,12 g de diidrogenofosfato de potassio,
4,21 g de fosfato de hidrogénio dissédico, 1,17 g de cloreto de sodio e 0,10 g
de azida de sddio em 100 mL de agua). Solucéo teste, contendo 0,25 mL de
fase movel concentrada e 0,25 mL de amostra, carregada no injetor em loop
que injeta 200 pL da solucdo em um fluxo de 0,6 mL/min por 48 minutos. O
radiofarmaco € detectado pelos detectores de radioatividade, e apresenta um
cromatograma no qual 80% da radioatividade aplicada na coluna estara

associada a 2 picos cromatograficos.

1.9.CARACTERISTICAS DE DISTRIBUICAO BIOLOGICA DO ¥mTc-MAA

Por se tratar de um produto ja descrito na literatura e em uso clinico, os dados de

biodistribuicdo desse radiofarmaco ja sao bem conhecidos. Cerca de 5 minutos apés a

injecdo intravenosa, mais de 90% do **"Tc-MAA estdo depositados nas arteriolas e

capilares pulmonares. A seletividade do érgdo em questdo € um resultado direto do
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tamanho de particula do radiofarmaco. Particulas entre 1 a 10 um sdo diretamente
absorvidas pelo sistema reticulo endotelial; particulas entre 10 a 150 um se depositam,
por um processo puramente mecanico, nos capilares pulmonares (SAHA, 2003).

Em estudos de distribuicdo em tecidos de animais demonstram que a eliminacéo
da albumina do **™Tc-MAA dos pulmdes ocorre com uma meia-vida fisica de cerca de
6,02 h. A eliminagéo do ®™Tc-MAA a partir dos pulmdes humanos normais e anormais
ocorre com uma meia-vida bioldgica de 10,8 h. A meia-vida eficaz foi estimada em 3,8 h
para o pulméo. Estudos de excrecdo urinaria cumulativa mostram uma media de cerca de
75% de eliminago da dose 24 h ap6s a administracdo do %™Tc (USP PHARMACOPEIA,
2008).

1.10. CONDIGOES ESPECIFICAS PARA PRODUGCAO DO MAA

O preparo meticuloso requer aquecimento controlado, ajuste de pH e resfriamento
adequado para producdo de quantidade apropriada de agregados particulados com
tamanho entre 10 e 70 um, conforme especifica¢gbes do FDA (FREEMAN, 2014). O
processo de agregacdo € conduzido em pH é&cido sob condi¢gbes controladas, para
obtencdo de rendimentos produtivos de particulado. Geralmente, 2 mg de macro-
agregados correspondem a 1,5 — 2 milhdes de particulas de MAA (ZOLLE, 2007).

1.11. FORMULAQGES DE KITS FRIOS DE MAA DISPONIVEIS NO

MERCADO NACIONAL

Em se tratando de um radiofarmaco ja descrito e com formulacdo conhecida e
aplicada em diversos kits comerciais disponiveis no mercado nacional e internacional, o
kit frio do radiofarmaco MAA é apresentado na forma liofilizada contendo basicamente
particulas de MAA e cloreto estanoso diidratado (SAHA, 2003). Todavia, € sabido que
diferentes fabricantes adicionam a este produto outros excipientes inativos como acetato
de sodio, albumina de soro humano (HSA), acido succinico, glicose ou lactose entre
outros com intuito de otimizar a formulagéo.

A Tabela 1 mostra as formulac¢Ges dos principais produtos comercializados no

mercado brasileiro.
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TABELA 1: Formulacdo (composicdo quimica) dos principais cold kits

comercializados no mercado nacional.

Princicpio Ativo / ] Macro-Tec — TechneScan -
o Pulmocis — IBA _
Excipientes IPEN Mallinckrodt
Macro-Agregado de
2mg 2,2mg 2mg
Albumina
Albumina 7mg X 0,5 mg
Cloreto Estanoso 0,2mg 0,22 mg 0,12 mg
Cloreto de Sédio 8,7 mg 8,1 mg X
Acetato de Sédio X 22 mg 1,4 mg
Glicose X 18,7 mg X
Lactose X X 80 mg
Acido Ascorbico X 4,6 mg X
Acido Succinico X X 1,09

1.12. MANUFATURA DO MAA

Macro-agregados sdo obtidos pela desnaturacdo de soro albumina humano (HSA). O
procedimento basico de obtencdo do MAA contempla a desnhaturacdo proteica por
aquecimento e subsequente processo de precipitacdo com ajuste de pH (HAMADA et al.,
1991); podendo também ser preparado pelo aquecimento, por 30 minutos a 80 — 90 °C,
da mistura de Albumina do Soro Humano (HSA) e Cloreto Estanoso em tampéo acetato
pH 5 (ponto isoelétrico da albumina) (SAHA, 2003). Recentes experimentos empregaram
métodos de aquecimento a 70°C, por 20 minutos, da mistura de albumina e cloreto
estanoso em tampéo acetato (pH 5,4) (HUNT et al.,2005).

O MAA com tamanho de particula entre 10 e 45 um pode ser obtido a partir de HSA,
por meio do tratamento térmico da solucdo alcalina da HSA e da acidificacdo desta a pH
5,2 (SAHA, 2003). Microesferas com tamanho de particula entre 5 e 75 pm também
podem ser produzidas pelo tratamento térmico da solucdo alcalina de HSA, pela
desnaturacdo completa da solucdo (IAEA, 2008). Excipientes como &cido cloridrico ou
hidroxido de sodio sdo adicionados para o ajuste do pH. O frasco é selado sob uma

atmosfera inerte de nitrogénio. Cada frasco contém cerca de 8 + 4 x 10° particulas de
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MAA. A forma das particulas € irregular e a faixa de tamanho esté entre 10 e 90 um, sem
conter particulas maiores que 150 um. O produto deve apresentar aproximadamente 90%
das particulas com tamanho entre 10 e 40 um. As particulas sdo entdo lavadas com
solucdo salina para remocdo de ions de estanho livres, e ressuspendidas em salina. O
produto da ressuspensdo é entdo particionado em aliquotas utilizando frascos para uso
posterior como kits (SAHA, 2003).

Procedimentos para a obtencdo do MAA para marcacio com MTc foram
inicialmente descritos por Taplin e colaboradores, em 1964. Desde entdo, diferentes
abordagens metodoldgicas descritas em literatura (JOVANOVIC et al., 1978; ROBBINS
etal., 1979; AL-JANABI etal., 1983; AL-JANABI et al., 1990; HAMADA et al., 1991,
HUNT et al., 2005) foram empregadas para a manufatura deste radiofarmaco.

O radiofarmaco MAA é um dos agentes mais dificeis de preparar (FREEMAN,
2014). Com intuito de aprimorar a técnica e otimizar a producéo de lotes do radiofarmaco
MAA, visando mitigar as dificuldades inerentes a manufatura deste produto, o qual
sabidamente possui baixo rendimento de producéo de lotes viaveis (de 10 a 30% dos lotes
produzidos ndo atendem a especificacdo e devem ser descartados) (FREEMAN, 2014), o
presente trabalho justifica-se por meio da proposi¢do de uma melhoria de processo através
de uma nova metodologia para obtencdo do MAA.

1.13. ASPECTOS DE MERCADO DO MAA

Um aspecto relevante se refere ao interesse mercadoldgico para a producéo deste
cold kit em ambito nacional e posterior exportacdo do produto para paises norte-
americanos. As dificuldades de fabricacéo do produto, com os seus muitos lotes falhados
e falta de rentabilidade em funcao de ser um radiofarmaco relativamente barato, levaram
progressivamente as industrias farmacéuticas a descontinuarem este produto. Em 2011 a
industria farmacéutica Pharmalucence descontinuou a producao do radiofarmaco MAA
em virtude da baixa contagem de particulas oriundas dos lotes manufaturados. A
Mallinckrodt, que manufatura e distribui o produto na Europa, descontinuou o
fornecimento para os Estados Unidos por considerar um empreendimento de baixo
rendimento. Atualmente manteve-se apenas um fornecedor do produto para o mercado
norte-americano (Draxlmage) e, consequentemente, os precos deste cold kit foram
elevados (de U$ 15 — U$ 20 para U$ 411 o frasco de produto liofilizado) ocasionando
reflexos imediatos sobre 0 mercado norte-americano de medicina nuclear (FREEMAN,
2014).



