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RESUMO 

 

Na medicina moderna, o diagnóstico preciso e precoce é uma estratégia eficaz no combate a 

doenças, tornando-se a chave para o sucesso do tratamento clínico, viabilizando assim, a cura. 

No ramo da medicina nuclear, o 99mTc (Tecnécio-99m) é o radionuclídeo mais comumente 

usado para diagnóstico, avaliação e monitoramento por imagens. Das propriedades que 

possibilitam sua vasta utilização está o tempo de meia-vida de 6 horas, emissão gama de 140 

keV e suas características físico-químicas, que permitem a produção de complexos 

diferenciados de fácil marcação. Na modalidade SPECT/CT (Tomografia Computadorizada 

por Emissão de Fóton Único) a aquisição de imagens a partir da marcação de células do 

sangue periférico total tem se mostrado uma ferramenta promissora para o diagnóstico 

dinâmico de doenças do pool sanguíneo, permitindo a caracterização e visualização dos 

processos patológicos a nível celular. Para tanto, são necessários esforços contínuos para o 

estabelecimento de metodologias de baixo custo e alta reprodutibilidade, a fim de, assegurar a 

eficácia e segurança dos procedimentos propostos. Neste contexto, o objetivo deste estudo é 

desenvolver protocolos de síntese de biomoléculas a partir do isolamento e radiomarcação de 

hemácias obtidas do sangue periférico total com 99mTc no Centro Regional de Ciências 

Nucleares do Nordeste (CRCN-NE). Para a implementação do protocolo de síntese das 

hemácias radiomarcadas com o 99mTc, foi testado o pré-tratamento das amostras de sangue 

(coletadas com anticoagulante EDTA) com o agente redutor (SnCl2). O percentual da 

eficiência de marcação obtido para os volumes testados foi ≥ 74%. O estudo de estabilidade 

do radiofármaco em salina foi realizado em amostras com volumes distintos por 5h 

consecutivas nas condições de temperatura igual a 20 ± 2 °C e umidade de 68 ± 2 °C. Para o 

volume testado de 0,5 ml a biomolécula marcada apresentou estabilidade de 4 horas. Para o 

volume de 3 ml, o percentual da eficiência de marcação não apresentou redução se mantendo 

em 94% nas cinco horas do estudo. A esterilidade do radiofármaco foi comprovada por meio 

da inoculação direta em meio de cultura específicos e as amostras não apresentaram 

contaminação. Os resultados obtidos estão de acordo à literatura e motivam a utilização da 

biomolécula radiomarcada no diagnóstico precoce de doenças de fase aguda, como nos casos 

de hemorrágias gastrointestinais e cardiopatias. Contudo, é de fundamental importância a 

realização de estudos futuros como ensaios pré-clínicos e estudos in vivo para avaliação e 

confirmação da eficácia e segurança do radiofármaco produzido. 

 

Palavras-chave: Radiofármaco. 99mTc. Células. Radiomarcação. SPECT/CT. 



 

ABSTRACT 

 

In modern medicine, accurate and early diagnosis is an effective strategy to fight diseases, 

becoming the key to the success of clinical treatment, thus enabling a cure. In the field of 

nuclear medicine, 99mTc (Technetium-99m) is the radionuclide most commonly used for 

diagnosis, evaluation and image monitoring. Among the properties that enable its wide use is 

the half-life of 6 hours, gamma emission of 140 keV and its physical-chemical characteristics, 

which allow the production of differentiated complexes that are easy to mark. In the SPECT / 

CT (Computed Tomography by Single Photon Emission) modality, the acquisition of images 

from the marking of peripheral whole blood cells has shown to be a promising tool for the 

dynamic diagnosis of blood pool diseases, allowing the characterization and visualization of 

pathological processes at the cellular level. Therefore, continuous efforts are needed to 

establish low cost and high reproducibility methodologies in order to ensure the effectiveness 

and safety of the proposed procedures. In this context, the aim of this study is to develop 

protocols for the synthesis of biomolecules from the isolation and radiolabeling of red cells 

obtained from 99mTc whole peripheral blood at the Regional Center for Nuclear Sciences of 

the Northeast (CRCN-NE). For the implementation of the 99mTc red cell synthesis protocol, 

pre-treatment of blood samples (collected with EDTA anticoagulant) with the reducing agent 

(SnCl2) was tested. The percentage of marking efficiency obtained for the volumes tested was 

≥74%. The stability study of the radiopharmaceutical in saline was carried out on samples 

with different volumes for 5 consecutive hours under conditions of temperature equal to 20 ± 

2 ° C and humidity of 68 ± 2 ° C. For the tested volume of 0.5 ml, the marked biomolecule 

showed stability of 4 hours. For the 3ml volume, the percentage of marking efficiency did not 

show reduction, remaining at 94% in the five hours of the study. The sterility of the 

radiopharmaceutical was proven through direct inoculation in specific culture medium and the 

samples showed no contamination. The results obtained are in accordance with the most 

current literature and motivate the use of the radiolabeled biomolecule in the early diagnosis 

of acute phase diseases, as in the cases of gastrointestinal hemorrhages and heart diseases. 

However, it is of fundamental importance to carry out future studies such as pre-clinical trials 

and in vivo studies to evaluate and confirm the efficacy and safety of the radiopharmaceutical 

produced. 

 

Keywords: Radiopharmaceutical; 99mTc; Cells; Radiolabelling; SPECT. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Devido às limitações das técnicas atuais para detecção de sangramentos pontuais 

ativos e focos inflamatórios de fase aguda, a Medicina Nuclear (MN) tem atraído cada vez 

mais pesquisas que buscam consolidar alternativas diagnósticas aprimoradas, capazes de 

delinear de forma eficaz e precoce estas lesões, tornando possível a adequação dos 

procedimentos terapêuticos ideais para o paciente. 

Ainda no ramo da MN, uma metodologia promissora que atua como ferramenta 

relevante no diagnóstico precoce de doenças do pool sanguíneo, como hemorragias 

gastrointestinais, cardiopatias, como o IAM (infarto agudo do miocárdio), e infecções aguda 

de origem desconhecida, é a radiomarcação de células humanas autológas com o 99mTc 

(tecnécio-99 metaestável) (YOUMANS et al., 1983; PAHO, 2012). A partir desta técnica é 

possível detectar células metabolicamente ativas envolvidas nos processos patológicos, bem 

como definir a extensão das lesões iniciais (quando presentes) antes e após o tratamento 

(ERBA et al., 2014). 

Utilizado para fins de diagnóstico por imagem e, sobretudo na modalidade SPECT 

(Tomografia Computadorizada por Emissão de Fóton Único), o radionuclídeo 99mTc, quando 

destinado à marcação de hemácias, atua como dispositivo de elevada sensibilidade e 

especificidade para investigação não invasiva e individualizada de processos inflamatórios e 

locais com sangramentos ativos extensos (IAEA, 2015).  Neste caso, o alvo diagnóstico são 

os tecidos ou estruturas lesadas, locais onde as células autólogas ficarão retidas.  

No que diz respeito à sua farmacocinética, o radiofármaco Hemácia-99mTc possui 

biodistribuição rápida pelo organismo sendo captado por estruturas vasculares como coração, 

fígado e baço. Cerca de 75% da radioatividade injetada permanece no pool sanguíneo nas 

primeiras 3 horas após a administração, favorecendo a aquisição de imagens de excelente 

qualidade; a eliminação do radionuclídeo é primariamente urinária, não apresentando 

atividade farmacodinâmica ou toxicidade (IPEN, 2015).  

Embora o 99mTc seja bastante difundido na literatura possuindo uma vasta lista de 

carreadores, ligantes biomoleculares e nanoparticulados acoplados a sua estrutura, a marcação 

in vitro de células autólogas humanas com o radionuclídeo continua sendo um desafio para a 

pesquisa moderna na MN (JAHANGIRIAN et al., 2017; PORTILHO, 2019). 

 Devido às dificuldades em se extrapolar os resultados obtidos experimentalmente in 

vitro para os organismos vivos e dificuldades durante o processo de separação e marcação 

celular (por estes sofrerem modulações externas negativas), no tocante à eficiência de 
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marcação, observa-se particularmente elevada complexidade na obtenção de altos 

rendimentos (CALLAHAN, 2006; LOVELESS, 2009). 

Cumpre ressaltar também que, a técnica de radiomarcação de hemácias com o 99mTc é 

reconhecida e mundialmente descrita. Contudo, as metodologias publicadas in vitro e  

modificadas in vivo, não definem o volume amostral de sangue a ser coletado e radiomarcado 

para administração no paciente, permitindo inferências por parte dos laboratórios de pesquisa 

científica e clínicas de medicina nuclear, sobre qual o volume adotado é o mais recomendável 

ou viável para obtenção de uma eficiente marcação celular com o radionuclídeo (DAM et al., 

2014). 

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos de síntese de 

biomoléculas a partir do isolamento e radiomarcação de hemácias com o 99mTc, no Centro 

Regional de Ciências Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), bem como, realizar testes de 

controle da qualidade da biomolécula 99mTc-célula produzida para verificação da segurança 

do radiofármaco. 

Os objetivos específicos foram:  

 Realizar o controle de qualidade do radionuclídeo (99mTc) a partir da determinação 

do potencial hidrogeniônico e esterilidade do mesmo; 

 Avaliar o rendimento de marcação em função da metodologia utilizada; 

 Quantificar o percentual de ligação do radionuclídeo às proteínas plasmáticas por 

meio da técnica por precipitação com ácido tricloroacético; 

 Realizar o estudo de estabilidade a fim de determinar o prazo de validade do 

radiofármaco; 

 Atestar esterilidade do radiofármaco 99mTc-Célula. 

Assim, com a síntese e o controle da qualidade desse novo radiofármaco, busca-se 

contribuir para o diagnóstico de cardiopatias e doenças hemorrágicas do trato gastrointestinal 

por meio do SPECT, em hospitais de Recife e região, oferecendo novas estratégias que 

assegurarão eficácia no tratamento destas patologias e, consequentemente, maior qualidade de 

vida aos pacientes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Como embasamento teórico, a seguir são detalhados temas correlacionados com a 

presente dissertação, a fim de permitir melhor compreensão a cerca do assunto. 

 

2.1 SANGRAMENTOS GASTROINTESTINAIS 

 

Sangramentos gastrointestinais são a causa mais comum de internações emergenciais 

em hospitais de todo o mundo. Trata-se de episódio único ou recorrente de perda de sangue a 

partir de porções distintas do trato gastrointestinal (TGI), podendo variar de distúrbios 

hemorrágicos autolimitados à sistêmicos com risco de morte (PAI, 2017; FARRAR, 2018; 

KAMBOJ et al., 2019).   

A doença apresenta-se em escala mundial com altas taxas de morbimortalidade em 

todas as faixas etárias, com indicência de aproximadamente 100 casos a cada 100.000 

habitantes, representando indiscutivelmente um problema de saúde pública (GAIANI et al., 

2018).  

De etiologia e sintomatologia variada, os episódios hemorrágicos são ocasionados por 

fatores anatômicos e fisiopatológicos idiopáticos, isto é, não definidos. Em sua classificação, 

os sangramentos são divididos com base na localização (superior e inferior) e perda de sangue 

(manifesto/visível, oculto e obscuro) (KIM et al., 2014). Na tabela 1 estão dispostos os dois 

tipos de sangramentos gastrointestinais mais comuns e as principiais etiologias associadas. 
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Tabela 1 – Tipos de sangramento gastrointestinal e suas principais etiologias. 

Etiologia Classificação do Sangramento 

Úlcera Peptídica   

 

Sangramento situado na porção superior do 

TGI 

Gastrite 

Varises Esofágica 

Varises Gástrica 

Lesões Vasculares 

Úlcera Esofágica 

Neoplásias 

Doença Diverticular Sangramento situado na porção inferior do 

TGI Doença Inflamatória Intestinal 

Hemorróidas 

Colite (isquêmica ou infecciosa)  

Fissuras Anais 

Cancros Intestinais 

Fonte: Modificado de Nable & Granham, 2016. 

 

Clinicamente, o paciente com suspeita de sangramento gastrointestinal geralmente 

apresentará hematêmese (vômito com sangue ocasionado por hemorragias pontuais no 

esôfago, estômago e intestino delgado), melena (eliminação de fezes com sangue devido ao 

sangramento no esôfago ou na região proximal do intestino delgado), isquêmica miocárdica e 

hipovolemia. Segundo Nable & Granham (2016), quase 80% destes casos se resolvem 

espontaneamente e, embora os outros 20% necessitem de intervenção médica cirúrgica, cerca 

de um terço destes chegam à óbtio devido às lesões instauradas decorrentes do diagnóstico 

tardio.  

Para diagnóstico e tratamento eficaz da doença é requerida uma abordagem 

multidisciplinar envolvendo várias áreas da medicina (cirúrgica, emergencial e radiológica) 

(AOKI et al., 2019). Como primeira escolha para diagnóstico, a colonoscopia e endoscopia 

são frequentemente utilizadas para verificação de mucosas com sangramentos pontuais, sendo 

esta última a mais indicada por possuir sensibilidade e especificidade de aproximadamente 

100%.  Além das técnicas mencionadas anteriormente, a angiografia por cateter é indicada 

para pacientes emergenciais e instáveis, com contra-indicação para endoscopia (WORTMAN 

et al., 2017). 
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No que diz respeito à medicina nuclear, o diagnóstico ocorre por meio da cintilografia 

com hemácias radiomarcadas com o 99mTc (tecnécio-99 metaestável) (OHMIYA et al., 2015; 

WHITEHURST, 2018). A radiomarcação é bem descrita para sangramentos gastrointestinais, 

com precisão já relatada superior a 75%, elevada sensibilidade na detecção de sangramentos 

lentos (≥95%) e facilidade nas repetições dos exames – quando necessário – em 48h após a 

reinjeção da suspensão radiomarcada no paciente (TABIBIAN et al., 2013; WORTMAN et 

al., 2017; WHITEHURST, 2018).  

Além da cintilografia com hemácias radiomarcadas, outras modalidades radiológicas 

podem ser consideradas como exames adicionais para o diagnóstico de sangramentos 

gastrointestinais, como a Tomografia Computadorizada com Múltiplos Detectores (CTMD) e 

a Angiografia Tomográfica Computadorizada (CTA), ambas as técnicas permitem a varredura 

precisa de pontos hemorrágicos permitindo distinguir e determinar a etiologia do sangramento 

(SHAH et al., 2018). Na tabela 2 estão descritas as vantagens e desvantagens da utilização das 

principais modalidades diagnósticas mais utilizadas em casos de suspeita de sangramento 

gastrointestinais.  

 

Tabela 2- vantagens e desvantagens das técnicas de diagnóstico para suspeita de sangramentos 

gastrointestinais. 

  

Endoscópia 

Imagens com 

Hemácias-99mTc 

Angiografia com 

cateter 

 

 

Vantagens 

 

Altamente sensível e específica, 

provando suspeita de malignidade. 

Não- invasiva; 

Detecção de baixas 

taxas de sangramento. 

Alta resolução espacial. 

Injeção de vesículas 

seletivas e específicas. 

 

 

Desvantagens 

Visualização limitada do 

sangramento ativo quando há 

hemorragias. 

Demorado; Não 

utilizada no 

sangramento agudo; 

Exposição à radiação. 

Detecção de alta taxa de 

sangramento; Invasivo; 

Demorado; Exposição à 

radiação. 

Fonte: Modificado de WORTMAN et al., 2017. 
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2.2 DOENÇAS CARDIOVASCULARES – INFARTO AGUDO DO MIOCÁRDIO (IAM) 

 

Globalmente, cerca de 80% dos casos de morte são por IAM e suas variantes. Estima-

se que somente na Europa, 100.000 das internações anuais são ocasionadas por esse tipo de 

cardiopatia (CHENG et al., 2019). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saúde, desde 

2010 o país é líder em casos de mortes por doenças cardiovasculares, e dentre elas, o IAM é a 

principal causa (BRASIL, 2019). 

Define-se como infarto agudo do miocárdio, o evento de morte tecidual (necrose) 

resultante da instalação consistente de um quadro de isquêmia ocorrido em, pelo menos, uma 

das artérias coronarianas (ANDERSON; MORROW, 2017; REED et al., 2017). 

Sua fisiopatologia é referida primariamente pela ruptura da placa aterosclerótica com 

formação de microtrombos capazes de obstruir a artéria. A diminuição do aporte sanguíneo 

dentro do vaso leva à ausência de oxigênio (isquemia) em todo o tecido, fazendo com que as 

células locais, os cardiomiócitos, sofram necrose (Figura 1). Em geral, a sintomatologia 

resume-se inicialmente a angina, dores epigástricas, náuseas, vômitos, palpitações e mal-estar 

generalizado (SIERVULI et al., 2014; ANDERSON; MORROW, 2017). 

 

Figura 1- visão geral da fisiopatologia do IAM. 

 

Fonte: a autora, 2020. 

 

Quanto à classificação, há pelo menos 5 tipos de IAM clinicamente registrados: tipo 1 

(infarto resultante da aterotrombose com isquêmia da coronariana), tipo 2 (isquemia por 
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diminuição da oferta de oxigênio), tipo 3 (morte súbita), tipo 4a (infarto em associação à 

intervenção percutânea da coronariana), tipo 4b (associação à trombose do stent) e tipo 5 

(quando o infarto está associado à alterações na vascularização do miocárdio) (CRANE et al., 

2017). Dos tipos citados acima, o IAM classificação 1 e 2 são reportados na literatura como 

os de maior incidência global, considerando os fatores genéticos e idade como 

predisponentes, como mostrado a Figura 2 (CHAPMAN et al., 2017). 

 

Figura 2- gráfico de incidência para infarto agudo do miocárdio por idade. 

 

Fonte: Modificado de Chapman et al., 2017. 

 

Os fatores de risco relacionados à doença podem ser intrínsecos ao indivíduo ou não. 

O histórico familiar, a genética e o sexo são ditos como fatores não modificáveis, aqueles nos 

quais intervenções médicas ou mudanças no estilo de vida não seriam suficientes para 

solucioná-los. Tabagismo, obesidade, diabetes mellitus, hipertensão, sedentarismo e condição 

nutricional são ditos como condições modificáveis, isto é, passíveis de serem tratados ou 

reparados (CHAPMAN et al., 2017; LANGOWISKI, 2017). 

Componentes intracelulares (moléculas biologicamente ativas) como quando 

superexpressos, isto é, produzidos em quantidades acima do habitual, geralmente estão 

relacionados com casos de patologias. Na prática clínica esses componentes, também 
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chamados de biomarcadores, são utilizados para prognóstico, diagnóstico e acompanhamento 

de pacientes com suspeita de IAM e desempenham papeis críticos na detecção e avaliação de 

eventos cardíacos independentes (CHEN et al., 2019).  

Uma ampla variedade de rastreadores biológicos têm sido propostos como candidatos 

com potencial para se tornarem novos marcadores. Segundo Aydin et al. (2019), um marcador 

cardíaco ideal seria aquele capaz de detectar o dano ainda em seu estágio inicial, possuir 

elevada especificidade para as células do músculo cardíaco, capacidade de diferenciar danos 

permanentes dos reversíveis e informar a gravidade da lesão ocasionada pelo processo 

isquêmico (AYDIN et al., 2019). 

Contudo, poucos biomarcadores já encontrados foram trazidos para a rotina clínica 

(MARTINEZ et al., 2019). Este fato, está relacionado a incompletude das características 

mencionadas acima em uma só molécula, além do curto período entre a elevação e 

diminuição do biomarcador no plasma humano (MYTHILI; MALATHI, 2015). A lista dos 

biomarcadores já utilizados, porém obsoletos, os destinados ao uso padrão (estabelecidos) e 

em quadros emergenciais é mostrada na tabela 3.  

 

Tabela 3 – lista de biomarcadores cardíacos e suas funções. 

Tipos Biomarcadores Funções 

Obsoleto Aspartato Aminotransferase 

(AST) 

 

 

Detecção da lesão cardíaca 

 

 

 

Detecção da lesão cardíaca 

 

 Creatinoquinase (CK Total) 

 Lactato Desidrogenase (LDH) 

Estabelecido Troponina T 

 Troponina I 

 Mioglobina 

 Fração Miocárdica da CK 

Emergencial Proteína cardíaca de ligação à 

ácidos graxos (hFABP) 

 Albumina modificada para 

isquêmia 

Detecção da isquêmia antes da 

instalação da necrose 

 Peptídeo natriurético com 

fragmento N-terminal inativo 

(BNP/NT-proBNP) 

 

 

Detecção do IAM ocasionado 

por estresse mecânico  Fator de diferenciação de 

crescimento 15 (GBF-15) 
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 Copeptin 

 Proteína A associada à 

gravidez 

Detecção de eventos 

isquêmicos 

Fonte: Modificado de MYTHILI & MALATHI, 2015. 

 

Como exame auxiliar para monitoração do IAM, a Sociedade Brasileira de 

Cardiologia (SBC) recomenda a realização do ECG (Eletrocardiograma) contínuo, para 

detecção de eventos de arritmias ventriculares súbitas e ou fatais (PIEGAS et al., 2015). Além 

da monitoração, o diagnóstico da doença na fase aguda ou leve pode ser realizado por meio de 

cintilografia com marcação de hemácias com o 99mTc ou com o uso de kits como 99mTc-

Sestamibi e 99mTc-Tetrofosmin (PIEGAS et al., 2015).  

Por meio do exame cintilográfico, busca-se avaliar a adequação e viabilidade da 

irrigação sanguínea no miocárdio. Para tanto, é realizada uma análise indireta e não-invasiva 

da perfusão sanguínea e reservas de sangue presentes no músculo cardíaco após a 

administração intravenosa do radionuclídeo (HILGEMBERG et al., 2018; SMANIO; 

SCHMIDT, 2017). As indicações para realização da cintilografia miocárdica são: pacientes 

antes da alta hospitalar classe 1 (onde o quadro geral é conclusivo) e pacientes onde há 

suspeita de revascularização no músculo cardíaco e o procedimento médico nuclear servirá 

como laudo complementar (SMANIO et al., 2016). 

 

2.3  MEDICINA  NUCLEAR 

 

Entende-se por medicina nuclear como a especialidade das ciências médicas ligada à 

radiobiologia que emprega compostos radioativos ou moléculas marcadas com 

radionuclídeos, os radiofármacos, para fins terapêuticos e diagnósticos. Nas últimas décadas, 

este ramo da medicina tem se mostrado como uma ferramenta acurada na avaliação do 

funcionamento de órgãos específicos do corpo humano, a partir da observação de metabólitos, 

como também, no diagnóstico e tratamento de inúmeras enfermidades (FLÔR; GELBCKE, 

2009; TRENCSÉNYI et al., 2015; FONTI et al., 2019). 

Pode-se dizer que, historicamente o cenário de descobertas e evoluções na medicina 

nuclear se dá com os estudos com raios-X de Wilhelm Conrad Roentgen, em 1895, e 

posteriormente com o descobrimento dos primeiros elementos naturalmente radioativos, por 

Marie e Pierre Curie, em 1898 (SANTOS-OLIVEIRA; CARNEIRO-LEÃO, 2008). 
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Quase duas décadas após, em 1913, é relatado o primeiro estudo no âmbito da 

radiofármacia. O húngaro e químico George de Hevesy comprovou a gênese metodológica do 

princípio traçador do material radioativo utilizando nitrato de chumbo marcado com o 210Pb 

em plantas (XAVIER et al., 2007). 

Em humanos, os estudos pilotos só ocorreram por volta de 1927, quando Hermannt L. 

Blumgart e Soma Weiss realizaram pela primeira vez a medição da circulação sanguínea, logo 

após injeção intravenosa de solução salina contendo radônio, com o objetivo de verificar as 

transformações sofridas pela droga no organismo in vivo (OKUNO, 1996; KUBA, 2008). 

A princípio, na prática clínica, havia poucos radionuclídeos sendo empregados para 

diagnóstico. Em geral, grande parte dos estudos se deteve na avaliação fisiológica da glândula 

tireoidiana, empregando radioisótopos de Iodo-128 e Iodo-131 e, apenas 20 anos mais tarde, 

estes foram destinados ao uso em terapia de doenças na tireóide, dando início à aplicação 

sistemática dos radionuclídeos na prática clínica (SOARES, 2002).  

Os radionuclídeos são elementos que possuem instabilidade nuclear devido à 

competição da força coulombiana de repulsão entre prótons e, pela força nuclear de atração 

entre prótons e nêutrons, prótons e prótons e entre nêutrons (OKUNO; YOSHIMURA, 2010). 

Na busca pelo retorno à estabilidade, o núcleo do radioisótopo sofre 

decaimento/desintegração nuclear, emitindo radiação ionizante, que pode ser na forma de 

partículas alfa (α), beta (β-) e pósitrons (β+), ondas eletromagnéticas (raios X e gama) ou por 

Elétrons Auger (TAUHATA, 2014). 

Por utilizar a detecção externa da radiação emitida pelos radiotraçadores, a técnica de 

aquisição de imagens permite identificar precocemente muitas doenças, sendo bastante 

aplicada em áreas da medicina como oncologia, cardiologia, nefrologia e endocrinologia 

(OLIVEIRA et al., 2006). 

Quando administrados, seja por via oral ou intravenosa, as substâncias radiomarcadas 

seguem rotas metabólicas ou funcionais do organismo vivo e se depositam nos locais pelos 

quais há predileção especifica, o que permite a realização de procedimentos médicos 

(aquisição de imagens) e confere a esta modalidade diagnóstica o caráter não invasivo, uma 

peculiaridade que outras não possuem (ROBILOTTA, 2006). Vale ressaltar que, o 

radionuclídeo – dentre outros aspectos – possui decaimento físico bem estudado e 

estabelecido na literatura, o que lhe permite confiabilidade quando em contato com o sistema 

biológico humano, onde, além das desintegrações devido à sua meia-vida física, o 

radionuclídeo será eliminado do organismo por diferentes vias: pela urina (via excreção 

urinária), pelo suor (glândulas sudoríparas) ou pelas fezes (metabolização). A junção destes 



25 

 

dois parâmetros (decaimento físico e eliminação por via biológica) é conhecida como tempo 

de meia-vida efetiva (OLIVEIRA et al., 2006).  

Outra característica importante dos exames realizados na medicina nuclear é sua alta 

sensibilidade e especificidade (VALLABHAJOSULA, 2001; OLIVEIRA et al., 2006; 

BATISTA et al., 2017), isto é, para garantia da segurança, as informações acerca das 

alterações biológicas são fornecidas utilizando-se concentrações dos radionuclídeos na ordem 

de nano ou picomolares, repercutindo em uma mínima dose administrada no paciente 

(CARVALHO, 2014).  

Atualmente, os estudos clínicos com radiotraçadores que envolvem a aquisição de 

imagens utilizando radiofármacos se baseiam em técnicas de tomografia. A escolha da técnica 

depende intrinsecamente do tipo de emissão do radionuclídeo durante seu decaimento 

radioativo. Dentre as metodologias utilizadas, destacam-se o PET (Tomografia por Emissão 

de Pósitron) e SPECT (Tomografia por Emissão de Fóton Único) (WERNICK; AARSVOLD, 

2004). 

 

2.3.1  PET/CT 

 

Das técnicas usualmente utilizadas para imaginologia diagnóstica com traçadores está 

a Tomografia de Emissão de Pósitrons aliada a Tomografia Computadorizada (PET/CT), do 

inglês Positron Emission Tomography - Computed Tomography, que fornece imagens in vivo 

de forma não-invasiva, permitindo mapear de forma segura e eficaz áreas de órgãos com 

supostas variações morfofuncionais, baseando-se no princípio da radiação emitida pelo 

isótopo radioativo e captação do radiotraçador pelo órgão alvo (SOARES JUNIOR et al., 

2010; HUELLNER;STROBEL, 2014). 

No contexto clínico, os exames PET/CT permitem o diagnóstico molecular por 

imagem híbrida, com ampla indicação para detecção do câncer e, mais recentemente, para 

diagnóstico de doenças inflamatórias e infecciosas (CZERNIN et al., 2006; BAI, 2013; 

JIMÉNEZ-BONILLA; BANZO, 2018). 

Para aquisição da imagem, a PET se baseia no princípio da detecção coincidente de 

um par de fótons (emitidos em direções opostas), formados a partir da aniquilação de um 

pósitron com um elétron do meio (Figura 3), processo este, resultante do decaimento 

radioativo de um emissor β+ (PARGHANE; BASU, 2018).  
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Figura 3 – Princípio do PET. 

 

Fonte: Modificado de Lecomte, 2008. 

 

Quando os dois fótons, cada um com energia de 511 keV, são detectados 

simultaneamente por um conjunto de cristais de cintilação, há conversão da radiação 

eletromagnética em luz visível que, posteriormente, é convertida em sinal eletrônico por um 

sistema de canais fotomultiplicadores; este sinal eletrônico, por sua vez, é registrado e 

reconstruído no sistema computacional, gerando assim a imagem PET (CHERRY et al., 

2012). 

Como dito anteriormente, a PET utiliza radioisótopos emissores de radiação do tipo 

β+. Esta emissão ocorre em núcleos onde há desequilíbrio na relação prótons/nêutrons. Nos 

núcleos com excesso de prótons, a estabilidade pode ser atingida por meio da emissão de 

pósitrons (decaimento tipo β+) ou por meio de captura eletrônica (EC). Para emissão β+, como 

esquematizado na equação 1, ocorre transformação do próton (+
1p) em um nêutron (0

1n) , com 

emissão de uma partícula (+
0e) e um neutrino (υ). 

 

                                                         (1) 

 

Após a desintegração, o núcleo inicial (pai) A
zX origina um núcleo filho que, segue 

com o valor de massa inalterado, porém o número atômico sofre decréscimo de menos um 

próton, AXZ-1 (TURNER, 2007). Sabendo-se que o núcleo filho possui menor massa que o 
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núcleo pai, é possível calcular a energia do processo por meio da equação de equivalência 

entre massa e energia de Einstein, E = mc2. 

O pósitron gerado do decaimento apresenta massa igual a massa do elétron (9,109 x 

10-31 kg), porém carga de sinal oposto (+1,602 x 10-19C), configurando-se então, como sua 

antipartícula. O resultado da colisão entre a antipartícula e sua respectiva partícula, origina o 

fenômeno de aniquilação.  

Usualmente, os radionuclídeos emissores de pósitrons utilizados na medicina são 

produzidos em cíclotrons1 que variam de acordo com a forma, podendo ser do tipo linear ou 

circular (LUIZ et. al., 2011). Na tabela 4 estão exemplificados alguns dos radionuclídeos 

produzidos em cíclotrons que são utilizados na medicina nuclear via PET, mostrando 

características como tempo de meia-vida (T½) e a energia máxima (Eβ+) do pósitron presente 

no meio. 

 

Tabela 4 – Emissores de pósitrons produzidos em cíclotrons utilizados na medicina nuclear. 

Radionuclídeo T½ (min) Eβ+ max (Mev) 
Alcance máximo em 

água (mm) 
11C 20,4 0,959 5,0 
13N 9,96 1,197 5,4 
15O 2,07 1,738 8,2 
18F 109,8 0,650 2,4 

Fonte: modificado de Rabilotta (2006). 

 

Existem hoje, diversos radioisótopos cíclotron-produzidos na medicina. Dentre esses, 

o mais amplamente utilizado e difundido é o 18F marcando o FDG (fluordeoxiglicose). O 18F-

FDG atua como um radiofármaco análogo à glicose, utilizado em exames PET e PET/CT para 

detecção de múltiplas patologias, como: oncogênicas e doenças inflamatórias e infecciosas 

(OLIVEIRA et al., 2006; BEADSMOORE et al., 2015). Em adição, novas pesquisas estão se 

estabelecendo no Brasil a fim de fortalecer a produção e comercialização de novos 

radiofármacos marcados com 18F para diagnóstico e acompanhamento de variados tipos de 

tumores, como por exemplo, o 18F-Colina, 18F-FLT e o 18F-FAZA (IPEN, 2017). 

                                                 
1 Equipamento capaz de acelerar partículas carregadas, fazendo-as atingir altas velocidades, proporcionando a 

elevação da sua energia, a fim de, gerar como produto final matéria em grande quantidade, por meio das colisões 

entre os feixes de partículas. 
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2.3.2 SPECT/CT 

 

Similar ao PET/CT, a Tomografia por Emissão de Fóton Único acoplada à Tomografia 

Computadorizada (SPECT/CT) baseia-se no princípio da utilização de um radiotraçador – 

geralmente, por administração intravenosa - para avaliação diagnóstica das funções 

fisiológicas e metabólicas dos órgãos e tecidos (VAN AUDENHAEGE et al., 2015). Na 

modalidade SPECT/CT, os fótons emitidos em decorrência do decaimento radioativo seguem 

diferentes direções, contudo, apenas aquele de energia mais alta e perpendicular à superfície 

do detector é coletado e utilizado para criação das imagens pela gama câmera, fato este, 

decorrente da presença de colimadores no equipamento (KHALIL, 2010).  

Basicamente, as imagens são geradas pelo dispositivo quando o fóton emitido pelo 

radionuclídeo chega primariamente ao colimador. Nele, ocorre produção de luz de cintilação a 

partir da interação fóton - cristal detector. Na sequência, um sistema de fotomultiplicação 

converte o sinal luminoso em sinal eletrônico, permitindo assim a formação e reconstrução 

das imagens por meio de um software (Figura 4) (LIVIERATOS, 2012). Para a coleta das 

imagens, a gama câmera gira em torno do corpo do paciente com ângulo de até 360°, obtendo 

imagens sobrepostas que são reconstruídas e reorganizadas pela técnica de retroprojeção 

(HICKS; HOFMAN, 2012; RITTS et al., 2014). 

 

Figura 4 – esquema dos componentes da gama camera. 

 

Fonte: Modificado de REBELLO, 2019. 
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Para aprimorar a resolução das imagens do equipamento SPECT, atualmente, os 

cristais de cintilação utilizados são constituídos de iodeto de sódio, por se tratar de um 

material econômico capaz de converter proporcionalmente em luz no espectro do visível a 

energia do fóton que é depositada. Além disso, materiais semicondutores como o CZT 

(Telureto de Cádmio e Zinco) também estão sendo usados no sistema de conversão fóton-luz, 

a fim de, aperfeiçoar cada vez mais a técnica (LJUNGBERG; PRETORIUS, 2018; RITTS et 

al., 2014). 

No que diz respeito às informações clínicas fornecidas pela técnica, o sistema híbrido 

para obtenção das imagens devido ao acoplamento do SPECT à TC permite a obtenção de 

imagens morfofuncionais, mas também, permite alto desempenho na aquisição de mapas com 

reconstruções anatômicas que possibilitam fazer diretamente correlações com quaisquer 

anormalidades, aumentando a sensibilidade e especificidade da técnica cintilográfica (BUCK 

et al., 2008; MOHAN et al., 2018). 

Na medicina nuclear, as aplicações para aquisição de imagens via SPECT/CT são 

variadas: detecção de focos de angiogênese para avaliação da viabilidade do miocárdio, 

artografia das articulações, monitoramento de distúrbios músculo-esqueléticos de 

extremidades,  avaliação da ventilação e perfusão pulmonar,  detecção de tumores e afins       

(HUELLNER; STROBEL, 2014; BHURE et al., 2018; MONTEMAGNO et al., 2019; XU et 

al., 2019). 

Dos radionuclídeos mais comumente utilizados nos procedimentos médicos para 

diagnóstico via SPECT/CT, destaca-se o tecnécio-99 metaestável (99mTc), um isômero nuclear 

metaestável do tecnécio-99, obtido a partir do decaimento radioativo do molibdênio (99Mo) 

(CHROUSTOVÁ et al., 2019; GIL et al., 2019).  

 

2.3.3 Tecnécio-99m (99mTc) 

 

Estima-se que, cerca de 90% dos procedimentos clínicos cintilográficos dentro da 

média mundial, sejam realizados com o uso do 99mTc, devido a sua disponibilidade (obtenção 

via gerador ou, mais recentemente, por cíclotron) e propriedades físico-químicas intrínsicas 

ao radionuclídeo por se tratar de um metal de transição que pode atingir variados estados de 

oxidação facilitando à incorporação de diferentes biomoléculas (ARAÚJO, 2008; LE, 2014; 

GIL et al., 2019; TEJERÍA et al., 2019). Tal fato repercute em maior estímulo na busca por 

novos marcadores sintéticos ou moleculares complexados ao radionuclídeo, que sejam 
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capazes de aumentar a sensibilidade, especificidade e robustez dos exames SPECT/CT 

(BAUMEISTER et al., 2018; SHAMSI et al., 2018; DAS et al., 2019).  

Por se tratar de um elemento de número atômico 43, o Tc é um metal de transição 

membro da família 7B da tabela periódica, situado entre o manganês e o rênio. Esta 

localização permite uma elevada química de coordenação no que diz respeito aos estados de 

oxidação do elemento, uma vez que, ao apresentar estados redox, que variam desde o +7 ao -

1, pode-se incorporar ao elemento uma matriz de radiofármacos específicos e inovadores para 

estudos morfofuncionais dentro da modalidade SPECT/CT (BAUMEISTER et al., 2018; 

TEJERÍA et al., 2019).  

Por muitos anos, sua produção ocorreu unicamente por meio de um sistema gerador 

99Mo/99mTc. O dispositivo (Figura 5) é constituído de uma coluna cromatográfica de óxido de 

alumínio (Al2O3), onde o elemento “pai”, na forma de molibdato de sódio (99MoO4
2-) é 

depositado e se desintegra originando o íon pertecnetato (99mTcO4
-). Por possuir afinidades 

distintas pela coluna cromatográfica, durante o processo de eluição com solução salina, o 

99Mo fica retido na coluna, enquanto o 99mTcO4
- juntamente a seu isômero não radioativo, o 

99TcO4
-, são extraídos do gerador (MARQUES et al., 2001; ARAÚJO, 2008; STOTHERS et 

al., 2019).  

 

Figura 5 – Esquema do sistema gerador 99Mo/99mTc. 

 

A= frasco por onde passa o eluente/ B = frasco para coleta do eluente sob vácuo. 

Fonte: Andrade, 2012. 
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Contudo, é importante ressaltar que há, pelo menos, duas formas de desintegração para 

o 99Mo: com tempo de meia vida de 66h este radionuclídeo pode se desintegrar originando 

diretamente o 99Tc (não radioativo) ao emitir radiação do tipo β- (beta), isto é, com chance 

minima de 13%, ou decair (com probabilidade de 87%)  por emissão β- a 99mTc. Este por sua 

vez, por possuir instabilidade nuclear se desintegra emitindo radiação γ (gama) originindo o 

99Tc (IAEA, 2008). Um resumo deste processo pode ser observado na figura 6.  

 

Figura 6 – Esquematização do decaimento radioativo do 99Mo a 99Tc. 

 

 

Fonte: Marques et al., 2001. 

 

Devido à escassez na disponibilidade do 99Mo produzido por reatores (dependentes de 

urânio altamente enriquecido – 235U) no mercado internacional, nos últimos anos buscou-se 

como alternativa rotas de produção em larga escala do tecnécio-99m (DODD et al., 2002; 

KRIJGER et al., 2013; UZUNOV et al., 2018). Como resultado, a produção do 99mTc por 

meio de cíclotron (CPTc) foi viabilizada e tornou-se um método substituto ao modo de 

produção gerador 99Mo/99mTc (HOU et al., 2016; UZUNOV et al., 2018). Para esta tecnologia 

[100Mo (p, 2n) / 99mTc], o radionuclídeo de interesse é obtido por meio de irradiação, onde um 

alvo de molibdênio (100Mo) é bombardeado por feixes incidentes de deutérios na faixa de 

energia de 15 a 20 MeV  (SELIVANOVA et al., 2015; MARTINI et al., 2016). 

O 99mTc obtido tanto em gerador quanto em cíclotron, decai por meio de emissões 

gama em 140 keV de energia e possui tempo de meia vida de cerca de 6 horas (BÉ et al., 

2004; CAPOGNI et al., 2018). Dos aspectos farmacológicos, a farmacocinética do 

radionuclídeo é rápida, após 30 min de administração intravenosa pode-se detectar níveis 

consideráveis do mesmo em órgãos como tireoide; a excreção é inicialmente por via urinária e 

com 48h têm-se eliminação via intestinal. Sua metabolização pode ocorrer via hepática ou 
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renal; devido a sua decomposição, há acúmulo do radionuclídeo no trato gastrointestinal 

(PAPAGIANNOPOULOU, 2017). Há comprovação de interação medicamentosa do tecnécio 

complexado com fármacos como atropina e alguns analgésicos (IPEN, 2015).  

Em adição, sabe-se que, diretamente sua utilização se restringe a estudos de primeira 

passagem, isto é, por ser administrado por via intravenosa, o 99mTc se difunde pelas 

membranas capilares para alcançar o espaço intersticial nos órgãos e tecidos. Entretanto, uma 

vez complexado a biomoléculas (como anticorpos, peptídeos e lipossomas) e outros ligantes 

sintéticos (a exemplo, antibióticos e análogos), suas aplicações na medicina nuclear se 

expandem, contribuindo assim para sua utilização nos mais variados tipos de diagnóstico na 

medicina nuclear (DIAS, 2015). 

Cumpre ressaltar também que, além da marcação de biomoléculas naturais e sintéticas, 

o 99mTc tem sido empregado na radiomarcação de células humanas (leucócitos e hemácias), 

sendo  reportado na literatura atual como radiotraçador específico no diagnóstico de infecções 

e inflamações, bem como, em casos de cardiopatias e doenças gastrointestinais (SILVA et al., 

2018; SENGOZ et al., 2019). Segundo a Organização Mundial da Saúde (2015), estas 

suspensões são consideradas preparações extemporâneas estéreis, facilmente influenciadas 

durante o processo de manipulação celular, recomendando-se proceder de acordo com os 

procedimentos padrões para radiomarcação.  

 

2.3.4 Controle de qualidade dos radiofármacos marcados com 99mTc 

 

Sabe-se que, ao longo do processo produtivo dos radiofármacos alguns cuidados 

devem ser tomados para garantir seu uso diagnóstico e/ou terapêutico. Dentre os paramêtros 

de avaliação preestabelecidos pelas farmacopéias vingentes estão os testes de controle de 

qualidade (CQ) (MIRANDA et al,. 2019).  Para o 99mTc, em partircular, os testes de CQ 

recomendados são: pureza química, radioquímica e radionuclídica, pureza física, esterilidade, 

apirogenicidade, aparência (inspeção visual) e medida de pH (EP, 2005; USP, 2006; IAEA, 

2008; EP; 2009; LOVELESS, 2009; USP, 2010; VRIES et al., 2010; USP, 2012).  

Os ensaios de controle de qualidade realizados para avaliação da integridade do eluato 

do gerador 99Mo/ 99mTc e radiofármacos marcados com 99mTc são descritos a seguir:  

 Aparência (inspeção visual): A aparência da solução deve ser límpida e incolor. 

Contudo, alguns radiofármacos complexados ao 99mTc são particulados, podendo 

apresentar turbidez que varia do branco ao leitoso (LOVELESS, 2009; WHO, 2017; 

Ph. Int., 2019). 
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 pH: Teste que busca equiparar o potencial hidrogeniônico da amostra do radiofármaco 

com a do meio/fluido corporal no qual será inserido. Ideal para este paramêtro o valor 

seja o mais próximo do pH fisiológico de 7,4, sendo aceitos valores entre 3,8 e 7,5, 

visto que a capacidade de tamponamento do sangue é elevada. Para medição, é 

recomendado utilizar pHmetro e tiras indicadoras de pH em escalas de 0,5 (EP, 2010; 

USP, 2010; USP, 2012; WHO, 2017). 

 Pureza Química: Refere-se à fração do material em sua forma química desejada, isto 

é, trata-se da avaliação quantitativa ou qualitativa de espécies químicas indesejadas 

que ocasionalmente estão presentes na formulação final. Considera-se como 

impurezas químicas, todas as substâncias não radioativas que possam interferir na 

radiomarcação, como por exemplo levar à aglutinação de Hemácias-99mTc e causar 

efeitos adversos quando em contato com os sistemas biológicos. A exemplo, têm-se os 

íons de Al+3 proveniente da coluna cromatográfica existente no sistema gerador  

99Mo/99mTc. A USP (2010/2012) limita a quantidade deste íon para 10 µg Al+3 / ml de 

eluato de 99mTc (LOVELESS, 2009). 

 Pureza Radioquímica: Indica a fração expressa em porcentagem da radioatividade do 

radionuclídeo estudado em sua fórmula química de interesse, em relação à 

radioatividade total da formulação farmacêutica. Impurezas radioquímicas surgem 

devido à decomposição a partir da ação de solventes, alterações na temperatura e no 

pH, presença de agentes redutores ou oxidantes, reações de síntese incompletas e 

radiólise; quando presentes, levam à diminuição da qualidade da imagem e exposição 

à radiação desnecessária ao paciente (IAEA, 2008; SAHA, 2010). Pelo menos três 

produtos podem ser detectados por meio de cromatografia em camada delgada (CCD) 

ou por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE): pertecnetado livre (99mTcO-
4), 

99mTc-hidrolisado e 99mTc ligado à molécula de interesse. De acordo com a USP 

(2010/2012), para controle de qualidade do radionuclídeo, o percentual aceito deverá 

ser de 95%, sendo este valor estimado pelo cálculo do Rf (fator de retenção), que 

corresponde numericamente ao quociente da distância percorrida pela amostra pela 

distância percorrida pela fase móvel. Ainda segundo a farmacopéia vingente, em fase 

móvel constituída por solventes polares como acetona e butanona, o Rf do 

pertecnetado livre encontra-se entre 0,6 a 1,0, enquanto o 99mTc ligado á molécula de 

interesse, permanece retido no ponto de aplicação, na fase estacionária. Em paralelo, a 

avaliação por CLAE corresponderá ao pico principal no radiocromatograma. 
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 Pureza Radionuclídica: Teste que avalia, quantifica e discrimina se a emissões de 

energia da amostra de interesse correspondem ao radionuclídeo constituinte do 

radiofármaco sintetizado, isto por meio da verificação do espectro de emissão e do 

tempo de meia-vida (T½), que corresponde ao intervalo de tempo para que a atividade 

do radionuclídeo decaia à metade do seu valor inicial. Radionuclídeos como o 

tecnécio-99m, que decaem por emissão de radiação eletromagnética, tem seus 

espectros obtidos por meio de detectores como NaI (TI) e o HPGe. Das impurezas 

presentes no eluato obtido via gerador, têm-se o 99Mo. Segundo a farmacopéia 

européia e britânica (2010), o limite para presença do molibdênio varia de 0,15 a 1 

kBq 99Mo/ 1MBq de 99mTc.  

 Esterilidade: Teste empregado para detecção de microrganismos contaminantes que 

supostamente podem estar presentes no radiofármaco sintetizado. De acordo com os 

compêndios oficiais, o teste deve ser realizado por inoculação direta, isto é, após 

decaimento radioativo, uma alíquota da amostra do radiofármaco deverá ser inoculada 

em tubos contendo meio de tioglicolato fluido para observação de promoção do 

crescimento (turvação do meio) de bactérias anaeróbicas e meio TSB para crescimento 

de fungos, leveduras e bactérias aeróbicas, produzidos de acordo com as instruções do 

fabricante (EP, 2010; USP, 2010;VRIES et al., 2010; USP, 2012).  

 Apirogenicidade (Teste de Endotoxinas): Endotoxinas são complexos de alto peso 

molecular constituintes da parede celular das bactérias Gram-Negativas com alto 

potencial pirogênico, podendo estar presentes em produtos farmacêuticos não 

esterilizados ou despirogenizados de forma inadequada. Esses complexos podem 

conter moléculas lipídicas, proteínas e carboidratos que, por se comportarem como 

pirógenos induzem alterações patofisiológicas como: febre, mudança na contagem de 

leucócitos, hipotensão e choque, podendo levar à morte (PINTO; KANEKO; 

OHARA, 2003). Nas formulações de injeção intravenosa, o produto não deve conter 

mais que 175/V unidades de endotoxinas por mL de injeção (EP, 2010; USP 2010; 

USP, 2012; WHO, 2017). A técnica mais reconhecida e utilizada para determinação 

de endotoxinas bacterianas baseia-se na avaliação cinética-cromogênica-colorimétrica 

com produção de turbidez, precipitação e/ou gelificação da mistura de endotoxinas 

bacterianas com solução lisado de amebócitos de caranguejo-ferradura, conhecido 

como Limulus polyphemus. 
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Além dos testes descritos acima, quando o produto final da marcação são células 

ligadas ao 99mTc, em termos de validação de metodologias analíticas, recomenda-se a 

realização de ensaios como estabilidade de cinco horas da suspensão radiomarcada, 

determinação do percentual de eficiência de marcação e viabilidade celular por exclusão 

utilizando azul de tripano, sendo a realização deste último opcional, isto é, quando a 

eficiência de marcação for oscilante entre o grupo amostral ou inferior a 50% (IAEA, 2008; 

VRIES et al., 2010). Os testes estão detalhados abaixo: 

 

 Estabilidade: Pode ser definida como o tempo entre a fabricação/síntese do 

radiofármaco e o momento em que o mesmo apresenta 10% da sua potência reduzida, 

de forma que sejam mantidas suas propriedades físicas, químicas, microbiológicas e 

terapêuticas (BRASIL, 2005; SILVA, 2009). De acordo com a RDC 64 (ANVISA, 

2009), para radiofármacos de meia-vida menor que um ano, o estudo de estabilidade 

deve ser adaptado, com análises frequentes com cinco pontos incluindo o inicial. Para 

tanto, as condições do teste devem ser padronizadas no tocante à temperatura e 

umidade (IAEA, 2008). 

 Determinação do percentual de eficiência de marcação (%EM): Refere-se ao 

percentual de radioatividade associado às células marcadas, sendo obtido por meio da 

razão da atividade do pellet (sedimento celular) pelo somatório da atividade do pellet e 

sobrenadante, ambos multiplicado por 100. Segundo o último guideline da Associação 

Europeia de Medicina Nuclear (EANM) (VRIES et al., 2010), o limite esperado para 

este teste deve ser superior a 50%. 

 Viabilidade celular por exclusão com azul de tripano: Avalia quantitativamente o 

número de células viáveis presentes na suspensão após o término do processo de 

radiomarcação. A solução corada (azul de tripano) possui capacidade de atravessar 

passivamente a membrana plasmática das células destruídas, enquanto as células 

viáveis permanecem íntegras e não coradas. Para células radiomarcadas com o 99mTc, 

a cada preparação o ideal é se obter uma viabilidade celular ≥ 98% (VRIES et al., 

2010). 

 

É válido acentuar que em simultâneo aos testes mencionados acima, a quantificação da 

porcentagem da radioatividade do 99mTc ligado às proteínas no plasma deve ser determinada, 

por se tratar de uma análise indicadora de comprometimento da ligação do radionuclídeo às 

células sanguíneas, isto é, devido à presença no plasma de proteínas transportadoras de alta 
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afinidade, a ligação do tecnécio às células pode ser inviabilizada ou diminuída. O método de 

precipitação de proteínas com o ácidotricloroacético (TCA) 5% é a técnica mais indicada a ser 

realizada. Contudo, segundo Freitas e colaboradores (2002), variações no percentual de 

ligação podem ser encontrados a cada estudo devido à farmacocinética e tipos de agentes de 

diagnóstico utilizados.   

 

2.3.5 Radiofármacos marcados com 99mTc para avaliação diagnóstica de sangramentos 

gastrointestinais e doenças cardiovasculares 

 

Nos últimos anos, muitos radiofármacos têm sido propostos na prática clínica para 

determinação dos focos hemorrágicos e avaliação da perfusão miocárdica (DIAS, 2015; 

PAPAGIANNOPOLOU, 2017; COSTA et al., 2019). O princípio básico da marcação, 

envolve a redução do tecnécio-99m a seu menor estado de oxidação, viabilizando sua ligação 

à molécula de interesse (ANDRADE, 2012).   

Em sua maioria, os radiofármacos a serem marcados são comercializados em kits 

estéreis liofilizados, contendo necessariamente um agente redutor (geralmente o cloreto 

estanoso – SnCl2) e o quelante (molécula ligadora) em proporções já bem estabelecidas por 

seu fabricante. Funcionalmente, estes compostos se acumulam nos sítios-alvo por meio de 

interações  específicas do radiofármaco com seu o alvo: ligação a receptores e transportadores 

de membrana, como ocorrem com as hemácias radiomarcadas com 99mTc (base deste estudo) 

e sinalizadores de inflamação (por meio da marcação de imunoglobulinas e lipossomas) 

(BENALI et al., 2015; SHAH; ALAM, 2017; FOLLACCHIO et al., 2019).  

Na Tabela 5 abaixo estão apresentados de forma resumida os principais radiofármacos 

marcados com 99mTc utilizados na medicina nuclear para diagnóstico de infecções e avaliação 

cardiológica. 
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Tabela 5 - Radiofármacos SPECT/CT complexados ao 99mTc para avaliação diagnóstica de 

sangramentos gastrointestinais e perfusão miocárdica.  

Radiofármacos-99mTc Precursor Aplicação 

99mTc-Sestamibi Cátion lipofílico do grupo 

das isonitrilas 

Avaliação da perfusão 

miocárdica  

99mTc-Tetrosfosmin Fármaco da família das 

difosfinas 

Avaliação da perfusão 

miocárdica 

99mTc-Teboroxima Ácido borônico Avaliação da perfusão 

miocárdica 

99mTc-Hemácias Células humanas autólogas Avaliação da perfusão 

miocárdica/ Diagnóstico de 

IAM*/Detecção de 

sangramentos no TGI* 

99mTc- enxofre coloidal Enxofre Avaliação da função hepatobiliar 

e sangramentos no TGI inferior 

99mTc-PYP (pirofosfato) Pirofosfato tetrassódico – 

sintético 

Avaliação da perfusão 

miocárdica/ marcação de 

hemácias/ Detecção de 

sangramentos no TGI 

*IAM= Infarto Agudo do Miocárdio/    TGI = Trato Gastrointestinal 

Fonte: a autora, 2020. 

 

Na avaliação diagnóstica utilizando o pool sanguíneo, a marcação de hemácias com o 

99mTc é um método indicado na medicina nuclear para detecção tecidos necróticos (em casos 

de cardiopatias) e sítios hemorrágicos ativos (nos sangramentos gastrointestinais) (CHOI et 

al., 2019). Esta utilização se deve ao fato de que há relativa abundância na concentração 

celular e facilidade na capacidade do radiocomplexo em difundir no espaço intravascular de 

forma lenta e contínua, permitindo a formação de imagens de alta resolução (LIU et al, 2017).  

Microscopicamente, estas células apresentam-se em formato bicôncavo e anuclear, 

sendo essenciais para o suprimento celular de gases (O2 e CO2) e manutenção da homeostasia 

fisiológica (equilíbrio ácido-base) (FOCOSI; AMABILE, 2018). Além disso, mais 

recentemente tem sido reportada na literatura a participação direta dos glóbulos vermelhos na 

homeostase cardiovascular, por meio de reações – ainda não muito bem compreendidas - 

mediadas pelo óxido nítrico (NO) (BOSMAN, 2018). 

Em sua estrutura, as hemácias possuem abundantemente proteínas do tipo 

hemoglobina (Hb), responsáveis por executar o transporte e armazenamento do O2 dos 
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pulmões para os tecidos. Em sua composição quaternária com dobramento α-hélice, a Hb 

possui quatro grupamentos proteícos globinícos e um único grupamento prostético, chamado 

de heme. As cadeias de globina, são subdivididas em duas unidades α e β, ambas idênticas, 

com peso molecular de cerca de aproximadamente 16 kDa (COATES; DECKER, 2016). 

Até os dias de hoje, não foram comprovados todos os mecanismos envolvidos no 

processo de marcação do radionuclídeo nas hemácias. Em resumo, sabe-se que o influxo do 

íon estanoso (Sn+2)  e o íon pertecnetato para dentro das células é mediado respectivamente, 

pelo transporte nos canais de cálcio (Ca+2) e  no sistema de proteínas banda-3 presentes na 

membrana plasmática das hemácias. O mecanismo de entrada e saída desses íons dependente 

de gasto energético (com trocas iônicas com Cl- e CO3H) com influência direta e negativa da 

temperatura. Uma vez no compartimento celular interno, o tecnécio é reduzido ao seu menor 

estado de valência (99mTcO-
4) e interage por meio de ligações covalentes do tipo coordenadas 

e irreversíveis com a globina (porção β) das hemácias (CALLAHAN; RABITO, 1990; 

MEYER, 2008). Uma representação esquemática do processo de marcação é mostrada na 

figura 7.  

 

Figura 7- Via intracelular de marcação de hemácias com 99mTc. 

 

Etapa 1: Inluxo de Sn+2 por meio dos canais de cálcio; Etapa 2: Entrada do íon pertecnetado pelo 

sistema proteíco banda-3; Etapa 3: Redução do 99mTc e sua ligação à hemoglobina das hemácias 

(radiomarcação). 

Fonte: Modificado de Oliveira Júnior, 2003. 

 

É importante frizar que, para uma efetiva marcação, o tecnécio deve atingir o menor 

estado de oxidação, sendo esta redução intermediada e dependente da presença do SnCl2, do 

contrário, o tecnécio, na forma de pertecnetato de sódio circula livremente entre as células 
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sem que ocorra nenhuma ligação (REHANI; SHARMA, 1980). Exemplificando, assim como 

no método in vitro, na marcação direta in vivo e in vitro, ao paciente inicialmente é 

administrado por via endovenosa, o cloreto estanoso como forma de tratamento pré-

estaninazação. Com 30min o sangue é coletado e as células são isoladas e radiomarcadas para 

serem reinjetadas ao paciente. Assim há garantia da redução do radionuclídeo e uma vez que 

as células estão em suspensão em um curto espaço de tempo não há risco de ocorrência de 

hemólise celular (OLIVEIRA-JÚNIOR, 2003; AHMAD et al., 2014). 

Com base nas evidências descritas anteriormente, é perceptível que a radiomarcação 

de células sanguíneas se trata de um método vantajoso e de extrema utilidade na medicina 

nuclear, podendo ser utilizadas como biomoléculas traçadoras no diagnóstico de tais doenças. 

Tendo como base este fato, as pesquisas atuais se propõem a elaborar e padronizar 

metodologias de fácil execução e menos onerosas, mantendo a qualidade, segurança e eficácia 

do método proposto. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Todos os ensaios de síntese e controle de qualidade da biomolécula 99mTc-célula 

foram realizados na Divisão de Produção de Radiofármacos (DIPRA) em colaboração ao 

Laboratório de Dosimetria Biológica (LDB), do Centro Regional de Ciências Nucleares do 

Nordeste – CRCN/NE. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), número do CAAE: 26306019.0.0000.5208 

(Anexo A). 

 

3.1 MATERIAIS 

 

Foram utilizados os seguintes reagentes e utensílios: seringa de 5 e 10 ml; tubos de 

coleta de sangue com anticoagulante EDTA; tubo falcon estéreis de 15 e 50 ml; pipetas 

Pasteur de 3ml; tubos eppendorf; solução de NaCl a 0,9% estéril; Fycoll-Paque Plus; Azul de 

Tripano (Trypan Blue Solution - 0,4%); Cloreto de Estanho II Dihidratado (SnCl2.2H2O); 

papel Watman 3 MM; Metil Etil Cetona (Butanona – CH3COCH2CH3); Meio Fluido 

Tioglicolato; Caldo Caseína de Soja; Àcido Tricloroacético (TCA)  a 5%. 

Os principais equipamentos utilizados foram: câmara de Neubauer; microscópio 

óptico; centrifuga com desaceleração; estufas; capela de fluxo laminar; activímetro; detector 

de germânio hiperpuro HPGe, modelo CG1020, da Canberra (Meriden, Estados Unidos); 

TLC-Scanner, modelo Beta Detector GMC, da RayTest (Straubenhardt, Alemanha).  

 

3.2 MÉTODOS 

 

A metodologia de testagem foi dividida inicialmente visando comprovar a qualidade 

do eluato utilizado, para garantir que a radiomarcação celular não fosse comprometida. Para 

tanto, foram realizados os testes de determinação do potencial hidrogeniônico (pH) e 

avaliação da esterilidade do eluato.  

Na sequência de testes, as células (hemácias) foram isoladas e radiomarcadas com o 

99mTc (objetivo principal do trabalho). Em adição, como método complementare para 

comprovação da eficiência de marcação, foi avaliado o percentual de ligação do 99mTc às 

proteínas plasmáticas e realizado o teste de estabilidade de 5 horas. 
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3.2.1 Controle de qualidade: caracterização do eluato 

 

Para garantia da qualidade das amostras do eluato utilizadas no estudo, optou-se por 

realizar o teste de determinação do potencial hidrogeniônico (pH) e esterilidade por 

inoculação direta. Abaixo estão descritas de forma detalhada as metodologias para cada 

ensaio. 

 

3.2.1.1 Determinação do potencial hidrogeniônico (pH) 

 

Para aferição do pH da preparação contendo o 99mTc procedeu-se a aferição do potencial 

hidrogeniônico (pH) utilizando fitas de medição de pH padronizadas com intervalos de 

medições de 0,5. Uma alíquota da amostra foi aplicada na região teste da fita – como 

recomendado pelo fabricante – e após 1min comparou-se a reação colorimétrica ocorrida com 

o padrão presente na embalagem. Assim, como recomendado pelas farmacopeias 

internacionais, espera-se encontrar o pH na faixa entre 3,8 a 7,5. 

 

3.2.1.2 Avaliação da esterilidade do eluato 

 

Por inoculação direta, 1ml da amostra foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10ml 

de Meio fluido tioglicolato, para cultivo de bactérias anaeróbias e/ou aeróbias e em meio 

Caldo caseína de soja (TSB), para cultura de leveduras e fungos (Figura 8).  

 

Figura 8- Meios de cultura líquidos TSB e Tioglicolato. 

 

Fonte: a autora, 2020. 
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Como recomendado pelos compêndios oficiais, a inoculação foi realizada em capela 

de fluxo laminar, utilizando meio, alças e seringas estéreis após decaimento radioativo de pelo 

menos 10 meia-vidas. Todo o procedimento foi realizado em triplicata/amostra. 

As amostras foram incubadas por 14 dias em estufa a 33 ± 2 °C e 23 ± 2 °C, para 

cultivo em meio tioglicolato e TSB, respectivamente. O resultado é baseado na ausência de 

turbidez no meio de inoculação da amostra. 

 
 

3.2.2 Isolamento e radiomarcação das hemácias com o 99mTc 

 

Para isolamento e radiomarcação, foi seguido o protocolo adaptado do guia “Células 

autólogas radiomarcadas: métodos e padronização para uso clínico” da Agência Internacional 

de Energia Atômica (IAEA, 2015). 

Amostras de 10 ml de sangue periférico total de 4 voluntários sadios (sem 

sintomatologia ou quadro clínico comprovado de cardiopatia e/ou hipertensão arterial) foram 

coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA com o auxílio de seringas de 10 ml. O 

sangue coletado foi fracionado, obtendo-se alíquotas de 0,5 ml e 3 ml, em triplicata cada.  

Às amostras de 0,5 ml, foram adicionados 500µl de Cloreto Estanhoso (1,2 µg/ml de 

SnCl2 em salina) e incubou-se por 60 min em temperatura ambiente (23-25°C). Em seguida, 

0,1ml de 99mTc (3,7 MBq) na forma de 99mTcO4Na foi acrescida à solução. Nesta etapa, 

procedeu-se com a aferição do pH, assim como descrito no item 3.2.1.1. De acordo com a 

Farmacopeia Europeia (EP, 2015), a faixa de pH recomendável para marcação de células 

sanguíneas com isótopos radioativos deve ser a mesma do sangue em situações de 

normalidade fisiológica, 7,35 a 7,45. Entretanto, pequenas variações podem ser aceitas visto 

que, o volume e concentração dos radiofármacos injetáveis são relativamente pequenos em 

relação à capacidade de tamponamento do sangue circulante.  

Passados 10 min, as amostras foram centrifugadas a rotação de 1.500 rpm 

(aproximadamente 400G) por 15min, obtendo-se assim uma fração de plasma (FP) e células 

(FC) separadamente. É importante ressaltar que nesta etapa, a técnica de centrifugação é 

eficiente no que diz respeito ao isolamento das hemácias, por separar (devido ao tamanho e 

densidade) estas células das demais populações celulares. Assim, as hemácias ficam 

depositadas na porção inferior do tubo e na região superior encontra-se o plasma, leucócitos e 

plaquetas.  
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Para o volume de 3 ml, foram acrescidos proporcionalmente, 3 ml de SnCl2 em salina, 

0,6 ml de 99mTcO4Na e centrifugação de 25min, procedendo de acordo com a metodologia 

descrita acima. Ao final, o percentual (%) da atividade de cada fração sanguínea foi contada 

em Contador Gama do tipo HPGe (High Purity Germanium), todas as medidas com duração 

de 300 seg a uma distância de 13 cm do detector.  

É importante mencionar que, em simultâneo ao controle de qualidade do eluato, no 

teste de pureza radioquímica, replicatas (n = 6) das amostras de hemácias radiomarcadas com 

o 99mTc foram submetidas à corrida cromatográfica em salina e acetona para obtenção do 

valor referente ao percentual de eficiência de marcação do radiofármaco. 

 

3.2.3 Avaliação do percentual de ligação do 99mTc às proteínas plasmáticas: precipitação 

por TCA 5% 

 

Uma vez medida o percentual da atividade, retirou-se alíquotas de 20 µl do plasma e 

de células (hemácias) das amostras de 0,5 ml. Estas, foram precipitadas com 1 ml de Àcido 

Tricloroacético (TCA) a 5% para obtenção das frações solúveis (FS) e insolúveis (FI) de 

ambos componentes sanguíneos.  

Seguindo o mesmo protocolo, para as amostras de 3 ml foram utilizados 120 µl de 

TCA para o plasma e células. Como grupo controle, utilizou-se 1e 6 ml de solução salina para 

o volume de 0,5 e 3 ml, respectivamente. As alíquotas foram centrifugadas e em seguida, 

procedeu-se à contagem da radioatividade do precipitado em contador gama. A porcentagem 

de ligação às proteínas foi calculada de acordo com a equação 1 abaixo e a sequência da 

metodologia utilizada é mostrada na figura 9. 

 

 

Onde, CPM = Contagens Por Minuto / CPM total = sobrenadante 
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Figura 9 – Sequência de realização da metodologia utilizada para radiomarcação das hemácias. 

 

*FS = Fração Solúvel / FI = Fração Insolúvel  

Fonte: a autora, 2020. 

 

3.2.4 Estudo de estabilidade da biomolécula Hemácia-99mTc 

 

Para o estudo da avaliação da estabilidade hemácia-99mTc, seguiu-se a metodologia 

adaptada do guia para realização de estudos de estabilidade (RESOLUÇÃO N° 01/2005, 

ANVISA). As modificações do protocolo original, registrado no guia citado acima, foram 

necessárias por se tratar de ensaios in vitro com amostras biológicas com tempo de vida útil 

reduzido quando são retiradas do sistema funcional original (corpo humano). 

O ensaio consistiu na avaliação regular das características da biomolécula (célula-

radionuclídeo) ressuspensa em NaCl 0,9% : medição do percentual de atividade, a cada 60 

min em contador gama, durante 5 horas; inspeção visual da suspensão para certificação da 

ocorrência ou ausência de hemólise e, realização de cromatografia em camada delgada (CCD) 

com leitura em TLC-Scanner para controle de qualidade e separação do 99mTc livre e 

biomolécula. 

O teste foi realizado sob condições padronizadas de temperatura igual a 20 ± 2°C e 

umidade igual a 68 ± 2°C.  No tempo zero (correspondente à primeira leitura), o percentual da 

atividade foi medido no HPGe e, na sequência, realizou-se a primeira corrida cromatográfica. 
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Para a realização da CCD, uma alíquota de 4 µl da amostra foi aplicada no ponto de origem, a 

1cm da base da fase estacionária, papel Waltman 3 de tamanho total 10 cm.  

 A área da aplicação foi seca com o auxílio de um jato de ar frio e em seguida, as placas 

foram acondicionadas em duas cubas específicas para corrida cromatográfica, uma contendo 

como fase móvel 1-2 ml de butanona, até que percorressem toda a área de análise. 

Posteriormente, as placas foram levadas para leitura com duração de 4 min no TLC-Scanner 

(LOVELESS, 2009; EP, 2010; USP, 2010). Para os tempos seguintes (2, 3, 4 e 5 h), 

procedeu-se com a repetição do protocolo acima. Na Figura 10 está ilustrado como foi 

realizada a aplicação da amostra para a corrida em CCD. 

 Assim como o ensaio de radiomarcação, os testes foram executados em 

triplicata/amostra. Após o decaimento radioativo de dez meia-vidas, o teste de esterilidade da 

biomolécula marcada foi executado, assim como detalhado no item 3.2.1.2, a fim de assegurar 

a ausência de microrganismos como fungos e/ou bactérias. 

 

Figura 10 – Ilustração da aplicação da amostra em placa para CCD. 

 

Fonte: a autora (2020). 
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3.2.5 Análise Estatística 

 

Neste trabalho, todos os experimentos foram realizados em 3 repetições (triplicata). 

Assim, os mesmos foram calculados e expressos em termos de média aritmética e desvio 

padrão (± DP). Para análise estatística e tratamento dos dados obtidos dos ensaios de 

radiomarcação (comparação das médias entre si do percentual de marcação e das médias das 

contagens por minuto das amostras de 0,5 ml e 3 ml), utilizou-se o software R® e o Teste T de 

Student, admitindo-se p < 0,05 como variação.  Foi utilizado também, o software Excel 2010® 

para construção dos gráficos apresentados.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Esta seção introduz os resultados obtidos pelo presente trabalho. De forma lógica, os 

resultados foram apresentados e discutidos seguindo-se a sequência dos ensaios realizados. 

 

4.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO ELUATO: DETERMINAÇÃO DO PH E 

AVALIAÇÃO DA ESTERILIDADE 

 

Os valores de pH medidos variaram de 6 a 7, estando de acordo com o preconizado. O 

ensaio de esterilidade mostrou ausência de turvação no meio, comprovando que não houve 

crescimento bacteriano ou fúngico nas replicatas amostrais estudadas. Dessa forma, as 

amostras se mantiveram isentas de contaminação ao longo dos 14 dias de incubação.  

 

4.2 ISOLAMENTO E RADIOMARCAÇÃO DAS HEMÁCIAS COM O 99mTC 

 

O estudo foi realizado em um total de 10 indivíduos (n = 10) com idade média de 29 anos 

(desvio padrão = 6 anos), com intervalo de 25 a 42 anos. Como resultado da implementação 

do protocolo de isolamento celular a partir do sangue periférico total, a metodologia para 

obtenção do isolado eritrocitário por meio do pré-tratamento com cloreto estanoso, seguido de 

centrifugação mostrou-se eficiente. A porcentagem da atividade total (atividade encontrada no 

plasma + atividade encontrada nas hemácias) e os valores das contagens por minuto (CPM) 

das amostras de 0,5 ml de um mesmo voluntátio, em dias alternados, para o ensaio com 

hemácias radiomarcadas, estão demonstrados nas tabelas 6 e 7.  

 

Tabela 6 – Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 0,5 ml da réplica do dia 1. 

Amostra de 

0,5ml – dia 1 

 

Tempo 

de 

Leitura 

Distância 

do 

Detector 

Triplicata 

1 

Triplicata 

2 

Triplicata 

3 
Média DP ± 

Hemácias 300seg 13cm 61675 39716,5 40803,7 47398 1,2x104 

Plasma 300seg 13cm 9866,41 4922,32 7175,62 7321,5 0,24x104 

% de atividade 
       

Hemácias 
  

86,21% 88,97% 85,04% 86,62% 
 

Plasma 
  

13,79% 11,03% 14,96% 13,38% 
 

Medidas das replicas em CPM/ % de atividade = percentual de atividade. 

Fonte: a autora (2020). 
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Tabela 7 – Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 0,5 ml da replica do dia 2. 

Amostra de 

0,5 ml – dia 2 

Tempo 

de 

Leitura 

Distância 

do 

Detector 

Triplicata 

1 

Triplicata 

2 

Triplicata 

3 
Média DP ± 

Hemácias 300seg 13cm 178321 278925 233654 230300 5x104 

Plasma 300seg 13cm 31749 54986 53458 46731 1,2x104 

% de atividade 
       

Hemácias 
  

84,89% 83,53% 81,38% 83,13% 
 

Plasma 
  

15,11% 16,47% 18,62% 16,87% 
 

Medidas das replicas em CPM/ % de atividade = percentual de atividade. 

 Fonte: a autora (2020). 

 

Nas tabelas 8 e 9 estão dispostos os valores das contagens por minuto e do percentual 

de atividade das triplicatas, obtidos no ensaio de marcação de hemácias para as amostras com 

volume de 3 ml de sangue de um mesmo doador em dias alternados. 

 

Tabela 8 - Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 3 ml replica do dia 1. 

Amostra de 

3 ml – dia 1 

Tempo 

de 

Leitura 

Distância 

do 

Detector 

Triplicata 

1 

Triplicata 

2 

Triplicata 

3 
Média DP ± 

Hemácias 300seg 13cm 61067,5 95739 71469,1 76091,8667 1,7x104 

Plasma 300seg 13cm 24455,8 27273 23851,8 25193,53 0,1x104 

% de atividade 
       

Hemácias 
  

71,40% 77,83% 74,98% 74,74% 
 

Plasma 
  

28,60% 22,17% 25,02% 24,87% 
 

Medidas das replicas em CPM/ % de atividade = percentual de atividade. 

Fonte: a autora (2020). 

 

Tabela 9- Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 3ml replica do dia 2. 

Amostra de 

3 ml – dia 2 

Tempo 

de 

Leitura 

Distância 

do 

Detector 

Replica 

1 

Replica 

2 

Replica 

3 
Média DP ± 

Hemácias 300seg 13cm 181372 132296 115865 143177,7 3,4x104 

Plasma 300seg 13cm 16089 5927 3782 8599,3 0,65x104 

% de atividade 
       

Hemácias 
  

91,85% 95,71% 96,84% 94,33% 
 

Plasma 
  

8,15% 4,29% 3,16% 5,67% 
 

Medidas das replicas em CPM/ % de atividade = percentual de atividade. 

Fonte: a autora (2020). 
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De acordo com os resultados obtidos das análises em dias alternados com amostras 

coletadas de um mesmo doador, o método de radiomarcação de hemácias com o 99mTc se 

mostrou reprodutível. O teste estatístico T de Student, revelou o valor de p = 0,9621 para as 

análises entre os percentuais e p = 0,5518 para as comparações entre as contagens de 

atividade por minuto, comprovando assim que não há variação signiticativa entre as amostras 

testes. 

O percentual de atividade encontrado para ambos os volumes, referente à eficiência de 

marcação, foi satisfatório e como esperado, o máximo percentual de atividade esteve nas 

amostras de 3 ml (94,33%). Como o limite de aceitação, segundo a EANM, deve ser superior 

a 50%, e para as amostras de 0,5 ml o menor percentual de eficiência de marcação foi de 

83,13%, infere-se que, em termos de otimização metodológica, a marcação de hemácias na 

rotina clínica com este volume é viável.   

Corroborando com os resultados apresentados, de acordo com o IPEN (2019), 

experimentalmente, a concentração máxima de até 5 ml de sangue periférico total marcado é 

suficiente para o radiodiagnóstico de pacientes com sangramento gastrointestinal, reafirmando 

que mesmo em amostras de menor volume – como utilizado neste trabalho - a marcação é 

eficiente e consideravelmente significativa. 

É importante ressaltar, contudo, que testes envolvendo amostras biológicas estão 

sujeitas a variações, no que diz respeito à obtenção dos resultados. Dessa forma, condições 

clínicas não evidentes (como hematócrito baixo, distúrbios imunológicos e formação de 

anticorpos na superfície das hemácias), bem como o uso de certos tipos de medicamentos, 

como a ciclosporina, interferem negativamente no processo de marcação direta das células 

vermelhas do sangue.  Sendo assim, o histórico clínico do paciente/voluntário é 

imprescindível para melhor compreensão e/ou esclarecimentos dos resultados obtidos durante 

o estudo (IAEA, 2015).  

Por utilizar inicialmente o volume mínimo de sangue total de 0,5 ml, neste estudo 

optou-se em utilizar a concentração de SnCl2 de 1,2 µg/ml, por ser, possivelmente, a menor 

concentração utilizada capaz de radiomarcar de forma eficiente as células, sem causar dano e 

estar de acordo com uso em estudos anteriores de marcação ( OLIVEIRA, 2003; SILVA et 

al., 2006; FRYDMAN, 2009). 
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4.3 AVALIAÇÃO DO PERCENTUAL DE LIGAÇÃO DO 99MTC ÀS PROTEÍNAS 

PLASMÁTICAS: PRECIPITAÇÃO COM TCA A 5% 

 

O valor médio da porcentagem de ligação às frações solúveis e insolúveis presentes no 

concentrado de hemácias e na suspenção plasmática está disposta na tabela 10.  

 

Tabela 10 – Determinação do % de ligação do radionuclídeo às frações solúveis e insolúveis das 

amostras analisadas. 

Concentração de sangue (ml) % de ligação nas hemácias % de ligação no plasma 

0,5 FI = 46 ± 11 FI = 49 ± 10 

FS = 51± 11 FS = 52 ± 10 

3 FI = 59 ± 4 FI = 43 ± 3 

FS = 41± 4 FS = 58 ± 3 

*FI = Fração Insolúvel / FS = Fração Solúvel  

Fonte: a autora (2020), 

 

Como pode ser observado, o percentual de ligação do radionuclídeo à FI presente nas 

hemácias se elevou expressivamente nas amostras com volume de 3 ml. Contudo, em 

simultâneo, pôde ser visualizado uma pequena elevação da captação do 99mTc na FS do 

plasma sanguíneo para as amostras de mesmo volume.  Supõe-se que, com o aumento do 

volume amostral (células sanguíneas) houve também elevação na concentração protéica no 

plasma coletado a partir do sangue periférico total. Neste contexto, é preferível optar pelo 

volume de 0,5ml para radiomarcação in vitro das hemácias.  

Assim como descrito por Oliveira (2003), um fato que explica a ligação do 99mTc às 

proteínas plasmáticas é a presença de proteínas responsáveis por executar o transporte de 

diversas substâncias (como fármacos e radiofármacos) pela corrente sanguínea, entre elas a de 

maior concentração é a albumina humana. Para que o transporte ocorra de forma eficiente, é 

necessária que seja estabelecida uma ligação química (reversível) entre a proteína e a 

substância a ser transportada. Dessa forma, o tempo de duração da ligação e a forma como ela 

acontece afeta indiscutivelmente a quantidade de radionuclídeo a ser associado às hemácias.  

Sendo assim, é de suma importância o conhecimento acerca da capacidade de 

ligação/associação de qualquer radiofármaco à célula-alvo antes do seu uso, uma vez que, esta 

informação permitirá melhor compreensão acerca de sua biodistribuição e do possível 

retardamento da sua chegada até os locais sítio-específicos (MIRANDA, 2019). 
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4.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DA BIOMOLÉCULA HEMÁCIA-99MTC 

 

Os resultados do estudo de estabilidade com as amostras de 0,5 ml estão dispostos na 

figura 11.  

 

 
Fonte: a autora (2020). 

 

Como pode ser observado, há diminuição gradativa das CPM no concentrado de 

hemácias e na captação no plasma sanguíneo. Em termos de percentual de eficiência de 

marcação (EM), as hemácias, apresentaram respectivamente 75, 62, 68, 55, 55 e 35% de 

captação do radionuclídeo durante as 5h do estudo. Sendo assim, a biomolécula radiomarcada 

- para o volume analisado - apresentou estabilidade de 4h. 

Como mostrado na figura 12 abaixo, as contagens por minuto nas amostras de 3 ml 

diminuiram gradativamente, tanto para as hemácias quanto para o plasma. Contudo, em 

termos de percentual, a eficiência de marcação não apresentou redução expressiva, se 

mantendo em 94% nas cinco horas do estudo. 

Figura 11- Estudo de estabilidade para o volume de 0,5ml. 
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Fonte: a autora (2020). 

 

Uma ressalva é válida para o valor do percentual de eficiência de marcação nas 

hemácias no tempo zero. Para este primeiro momento de medição, o valor obtido para o 

percentual de atividade do 99mTc ligado às hemácias é de 86%, isto é, minimamente abaixo da 

porcentagem das demais medições para este estudo, que foram de 94%. Supõem-se que, 

houve um equívoco de manipulação (pipetagem) ou durante o posicionamento da amostra no 

sistema detector do equipamento utilizado. Para as demais contagens, não foram observadas 

alterações. 

Um fato a ser mencionado especificamente para a estabilidade com amostras em 

concentração de 3 ml é a ocorrência de hemólise a partir da quinta hora de análise. De acordo 

com o IAEA (2015), este evento pode ser explicado pela competição ao longo do tempo do 

anticoagulante utilizado com os glóbulos vermelhos pelos íons estaninos presentes na 

suspenção, a exemplo da heparina de lítio e EDTA. Sendo assim, de acordo com o que foi 

observado neste trabalho, recomenda-se a utilização da suspensão Hemácia-99mTc no período 

máximo de 5h após a radiomarcação. 

Como estratégia para driblar a interferência dos anticoagulantes utilizados e alcançar 

maior eficiência de marcação em células vermelhas do sangue, Martiano et al. (2016) avaliou 

in vitro (com metodologia semelhante à utilizada neste trabalho) a influência da radiação 

ultravioleta em amostras sanguíneas coletadas com diferentes tipos de anticoagulantes e 

incubadas em um mesmo período de tempo. Como resultado, foi percebido que a heparina de 

lítio em conjunto com a radiação ultravioleta, induziram diretamente maior captação do 99mTc 

Figura 12 - Estudo de estabilidade para o volume de 3ml. 

 



53 

 

pela cadeia beta das hemoglobinas (Hb) presentes nos eritrócitos, aumentando a interação 

radionuclídeo-célula.  

Um exemplo do perfil de leitura da biomolécula (99mTc-Célula) no cromatograma para 

controle de qualidade (CQ) obtido por TLC das amostras analisadas durante as 5h no estudo 

de estabilidade pode ser visto na Figura 13.  

 

Figura 13- Cromatograma para CQ das amostras de 0,5 e 3ml em butanona. 
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Fonte: a autora (2020). 

 

Nele, a biomolécula radiomarcada aparece em todas as leituras no início da placa (Rf 

= 0), devido à densidade e tamanho da amostra. Em contrapartida, foi observado que o eluato, 

isto é, o tecnécio livre percorre todo o papel, apresentando Rf = 0,8. Reafirmando o que foi 

encontrado, Descristofaro et al. (2007) descreve que em corridas cromatográficas onde se 

utiliza solventes polares como fase móvel, a exemplo butanona, o Rf do tecnécio livre pode 

variar estreitamente entre 0,8 a 1,0. 

Corroborando, Auletta e colaboradores (2019), ao realizar o controle de qualidade in 

vitro de células sanguíneas autólogas radiomarcadas com o 99mTc observaram que, ao 

diferenciar a fase móvel da corrida cromatográfica, o Rf da biomolécula marcada não se 

altera, permanecendo retida na origem onde é aplicada em conjunto com o 99mTc-hidrolisado 

e o 99mTcO-
4 percorre livremente toda a extensão da placa. 

Finalmente, na avaliação do controle de qualidade da biomolécula marcada, ao teste 

de esterilidade em meio de cultura líquido apresentou resultados negativos para o crescimento 

microbiano, não ocorrendo viragem (turvação) do meio. 
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5 CONCLUSÃO 

 

 Os testes de pH e esterilidade asseguraram a utilização do radionuclídeo no 

processo de radiomarcação das hemácias com o tecnécio.  

 Foi implementado o protocolo para isolamento para radiomarcação de hemácias, a 

partir do sangue periférico total. 

 O método de radiomarcação de hemácias com o 99mTc se mostrou reprodutível, 

com percentual de eficiência de marcação ≥ 74% para os dois volumes de sangue 

utilizados, sendo maior no volume de 3 ml (94%). 

  A precipitação com TCA no período de incubação de 60 min mostrou captação do 

radionuclídeo mais expressiva nas amostras do plasma. 

  O estudo de estabilidade de 5 h em salina da biomolécula radiomarcada foi 

realizado conforme o protocolo de estabilidade proposto e cumpriu todos os 

requisitos preconizados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária N° 

01/2005. Assim, as amostras de 0,5 e 3 ml apresentaram estabilidade de 4 e 5 h, 

respectivamente. 

  O teste de esterilidade assegurou que as hemácias marcadas com 99mTc se 

mantiveram isentas de contaminação bacteriana durante os 14 dias de incubação 

em estufa. 

 Para melhor compreensão da dinâmica das células radiomarcadas com o 99mTc 

seguindo a metodologia apresentada neste trabalho, é fundamental que sejam 

realizados estudos pré-clínicos in vivo em modelos animais. 
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6 PERSPECTIVAS  

 

 Realizar estudos in vivo com as hemácias radiomarcadas em camundongos. 

  Radiomarcar in vitro leucócitos mononucleares (PBMC) e neutrófilos com 99mTc 

e, posteriormente, realizar estudos in vivo em modelos murínicos, com inflamação 

e infecção experimentalmente induzidas. 
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