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RESUMO

Na medicina moderna, o diagndstico preciso e precoce € uma estratégia eficaz no combate a
doencas, tornando-se a chave para o sucesso do tratamento clinico, viabilizando assim, a cura.
No ramo da medicina nuclear, o **™Tc (Tecnécio-99m) ¢ o radionuclideo mais comumente
usado para diagndstico, avaliagdo e monitoramento por imagens. Das propriedades que
possibilitam sua vasta utilizacao esta o tempo de meia-vida de 6 horas, emissdo gama de 140
keV e suas caracteristicas fisico-quimicas, que permitem a producdo de complexos
diferenciados de facil marcacdo. Na modalidade SPECT/CT (Tomografia Computadorizada
por Emissdo de Féton Unico) a aquisicio de imagens a partir da marcacdo de células do
sangue periférico total tem se mostrado uma ferramenta promissora para o diagndstico
dindmico de doencas do pool sanguineo, permitindo a caracterizacdo e visualizagdo dos
processos patoldgicos a nivel celular. Para tanto, sdo necessarios esfor¢os continuos para o
estabelecimento de metodologias de baixo custo e alta reprodutibilidade, a fim de, assegurar a
eficacia e seguranca dos procedimentos propostos. Neste contexto, o objetivo deste estudo é
desenvolver protocolos de sintese de biomoléculas a partir do isolamento e radiomarcacéo de
heméacias obtidas do sangue periférico total com *™Tc no Centro Regional de Ciéncias
Nucleares do Nordeste (CRCN-NE). Para a implementacdo do protocolo de sintese das
hemécias radiomarcadas com o **™Tc, foi testado o pré-tratamento das amostras de sangue
(coletadas com anticoagulante EDTA) com o agente redutor (SnCl). O percentual da
eficiéncia de marcacéo obtido para os volumes testados foi > 74%. O estudo de estabilidade
do radiof&rmaco em salina foi realizado em amostras com volumes distintos por 5h
consecutivas nas condic¢des 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 eficiéncia de marcacdo nao apresentou reducao se mantendo
em 94% nas cinco horas do estudo. A esterilidade do radiofarmaco foi comprovada por meio
da inoculacdo direta em meio de cultura especificos e as amostras ndo apresentaram
contaminacdo. Os resultados obtidos estdo de acordo a literatura e motivam a utilizacdo da
biomolécula radiomarcada no diagnéstico precoce de doencas de fase aguda, como nos casos
de hemorragias gastrointestinais e cardiopatias. Contudo, é de fundamental importancia a
realizacdo de estudos futuros como ensaios pré-clinicos e estudos in vivo para avaliacdo e

confirmacéo da eficécia e seguranca do radiofarmaco produzido.

Palavras-chave: Radiofarmaco. **™Tc. Células. Radiomarcagdo. 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
(SnClI2) 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; ®™Tc; Cells; Radiolabelling; SPECT.



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -

Figura 10-
Figura 11 -
Figura 12 -
Figura 13 -

LISTA DE FIGURAS

Visdo geral da fisiopatologia do TAM...........ccciiiiiiiiicce s 20
Grafico de incidéncia para Infarto Agudo do Miocardio.............cc.ccevvennene. 21
PriNCipio do PET ... 26
Esquema dos componentes da gama CAmara...........ccccvevveeeeireerveseesieeneennns 28
Esquema do sistema gerador PMOo/®MTC.......ccvvvvveveceeeeee e 30
Esquematizacio do decaimento do **Mo/®MTC.......ccccvvveveeeeveececeeei, 32
Via intracelular de marcagéo de hemacias com ®MTC.........cccoevvevecerrnnnns 38
Meios de cultura liquidos TSB e Tioglicolato............cccccevvevviicieeieeenn, 41
Sequéncia da realizagdo da metodologia para radiomarcacdo das 44
NEMACHAS. ...t

llustracdo da aplicacdo da amostra em placa para CCD..........cccccevverernnnne 45
Estudo de estabilidade para o volume de 0,5ml.........c.cccoceeiiiiiiiiiiiiins 51
Estudo de estabilidade para o volume de 3ml...........cccooovevviivvinccn e, 52
Cromatograma para CQ das amostras de 0,5 e 3ml em butanona.............. 53



Tabela 1-
Tabela 2-

Tabela 3-
Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-

Tabela 9-

Tabela 10-

LISTA DE TABELAS

Tipos de sangramento gastrointestinal e suas principais etiologias..
Vantagens e desvantagens das técnicas de diagndstico para
suspeita de sangramentos gastrointestinais...........ccovevvververeesverennn
Lista dos biomarcadores cardiacos e suas fungées............c.ccevevenee.
Emissores de pdsitrons produzidos em ciclotrons utilizados na
MEdICING NUCIEAN.........ciuieiecieceee e
Radiofarmacos SPECT/CT complexados ao 99mTc para avaliacdo
diagndstica de infecgdes e perfusdo miocardica...........ccoceververvrnnnne.

Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 0,5ml

Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 0,5ml
0[N0 T U PSSP

Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 3ml

Medidas em CPM e percentual de atividade para amostra de 3ml
00 I 0 |- NSRS
Determinacdo do % de ligacdo do radionuclideo as fragdes

solliveis e insolUveis das amostras analisadas.........cccoocveveeeeveeeecennnen.

19
22

27

37

47

48

48

48

50



ANVISA
BP

CCD
CLAE
CPM
CRCN-NE
CTA
CTMD
DIPRA
EANM
EC

ECG
EM

EP

et al
FDG

Fl

FS
HPGE
1AM

IPEN
keV
MBq
mL
MN
Nacl
nm
PET
pH
RF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
British Pharmacopeia

Cromatografia em Camada Delgada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Contagens Por Minuto

Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste
Angiografia Tomogréafica Computadorizada
Tomografia Computadorizada com Mdltiplos Detectores
Divisdo de Producdo de Radiofarmacos
Associacao Europeia de Medicina Nuclear
Captura Eletrénica

Eletrocardiograma

Eficiéncia de Marcacgéo

European Pharmacopeia

E outros

Fluordesoxiglicose

Fracdo Insoluvel

Fracdo Séluvel

Detector de Germanio Hiperpuro

Infarto Agudo do Miocérdio

Imunoglobulinas

Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
Kiloeletrovolt

Megabequerel

Mililitro

Medicina Nuclear

Cloreto de Sadio

Nanometro

Tomografia Emisséo por de Positron
Potencial Hidrogénionico

Fator de Retencdo



RM
SBC
SPET
TY%
TC
TCA
TGI
TSB
USP

um

Ressonancia Magnética

Sociedade Brasileira de Cardiologia
Tomografia por Emissao de Pésitron Unico
Tempo de Meia-Vida

Tomografia Computadorizada

Acido Tricloroacético

Trato Gastrointestinal

Caldo Caseina de Soja

United States Pharmacopeia

Micrémetro



2.1
2.2

2.3

23.1
2.3.2
2.3.3
2.34
2.3.5

3.1

3.2
3.21
3211
3.2.1.2
3.2.2
3.2.3

3.2.4
3.2.6

4.1

4.2
4.3

SUMARIO

INTRODUGAOD ... .ceiitiieiitie ittt ette e ettt e e etee e etae e s te e s etee e stteesbaeeebaeesnteesreeenes 15
REVISAO DE LITERATURA .. .ottt et eeeee ettt e e e e e e e e seeaaeneeeeeenennan 17
SANGRAMENTOS GASTROINTESTINAIS ... 17
DOENCAS CARDIOVASCULARES - INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

[(-Y,) OO 20
MEDICINA NUCLEAR ...ttt e e eabee e e enbaee e 23
o L O LSOO ORI 25
] o (O 1 L O OO PR SR 28
TECNECIO-9IM (P9MTC) oottt 29
Controle de qualidade dos radiofarmacos marcados com ®™Tc .............ccoev..e. 32

Radiofarmacos marcados com *™Tc¢ para avaliacdo diagndstica sangramentos

gastrointestinais e doengas cardiovasCulares...........cccceevveiieiiiecie e 36
MATERIAL E METODOS ......oueiiiitieeiitieeeeteeesetee e sreeessnsaeesersaeessnneeesanns 40
MATERIAIS ...ttt 40
IMETODOS. ...ttt sttt 40
Controle de qualidade: caracterizag@o do eluato...........cccooeveeiiiniiiiicc e, 41
Determinacdo do potencial hidrogenionico (PH) .......ccoocvvviiiiiiiiiiie e 41
Avaliacédo da esterilidade dO €lUALO............ccceevueiieiieie e 41
Isolamento e radiomarcacdo das hemacias com 0 M TC......ccccoovevveeeeceereeinan. 42

Avaliacdo do percentual de ligacdo do ®™Tc as proteinas plasmaticas:

PrecipitaCaopor TCA DYO ....ooiiicie et 43
Estudo de estabilidade da biomolécula Hemacia-*"Tc...........ccoevvrrereeeercnennee, 44
ANALISE ESTAtISTICA. ... ..ecieieieieiec et 46
RESULTADOS E DISCUSSAO.......cciiittiiieeiiiiiii e e s s eiiiee e e s s srtin e e s s svaaene e 47
CONTROLE DE QUALIDADE DO ELUATO: DETERMINACAO DOPHE
AVALIACAO DA ESTERILIDADE.... ...oovvveeeeeeeeeieeese s s 47
ISOLAMENTO E RADIOMARCACAO DAS HEMACIAS COM O ®*MTC.......... 47
AVALIACAO DO PERCENTUAL DE LIGACAO DO *MTC AS PROTEINAS
PLASMATICAS: PRECIPITAC}AO COM TCA ADBW v 50
ESTUDO DA ESTABILIDADE DA BIOMOLECULA HEMACIA-**MTC ........... 51
CONCLUSAOD ...ttt bbbttt bbbt be e 54
PERSPE C T IV AS . e 55



REFERENCIAS .. ettt tee et e e e e ettt e e e e e tee e e e e e tee e e e e e ieeeeeeeaaeaeeees
ANEXO A



15

1 INTRODUCAO

Devido as limitacbes das técnicas atuais para deteccdo de sangramentos pontuais
ativos e focos inflamatérios de fase aguda, a Medicina Nuclear (MN) tem atraido cada vez
mais pesquisas que buscam consolidar alternativas diagnosticas aprimoradas, capazes de
delinear de forma eficaz e precoce estas lesdes, tornando possivel a adequagdo dos
procedimentos terapéuticos ideais para o paciente.

Ainda no ramo da MN, uma metodologia promissora que atua como ferramenta
relevante no diagnostico precoce de doencas do pool sanguineo, como hemorragias
gastrointestinais, cardiopatias, como o IAM (infarto agudo do miocérdio), e infec¢bes aguda
de origem desconhecida, é a radiomarcacdo de células humanas autolégas com o *™Tc
(tecnécio-99 metaestavel) (YOUMANS et al., 1983; PAHO, 2012). A partir desta técnica é
possivel detectar células metabolicamente ativas envolvidas nos processos patolégicos, bem
como definir a extensdo das lesbes iniciais (quando presentes) antes e apOs 0 tratamento
(ERBA et al., 2014).

Utilizado para fins de diagndstico por imagem e, sobretudo na modalidade SPECT
(Tomografia Computadorizada por Emissdo de F6ton Unico), o radionuclideo **™Tc, quando
destinado a marcacdo de hemdcias, atua como dispositivo de elevada sensibilidade e
especificidade para investigagdo ndo invasiva e individualizada de processos inflamatorios e
locais com sangramentos ativos extensos (IAEA, 2015). Neste caso, 0 alvo diagnostico séo
os tecidos ou estruturas lesadas, locais onde as células autélogas ficardo retidas.

No que diz respeito a sua farmacocinética, o radiofarmaco Hemacia-*"Tc possui
biodistribuicdo rapida pelo organismo sendo captado por estruturas vasculares como coracao,
figado e baco. Cerca de 75% da radioatividade injetada permanece no pool sanguineo nas
primeiras 3 horas ap6s a administracdo, favorecendo a aquisicdo de imagens de excelente
qualidade; a eliminacdo do radionuclideo é primariamente urinaria, ndo apresentando
atividade farmacodinamica ou toxicidade (IPEN, 2015).

Embora o ®MTc seja bastante difundido na literatura possuindo uma vasta lista de
carreadores, ligantes biomoleculares e nanoparticulados acoplados a sua estrutura, a marcagéo
in vitro de células autélogas humanas com o radionuclideo continua sendo um desafio para a
pesquisa moderna na MN (JAHANGIRIAN et al., 2017; PORTILHO, 2019).

Devido as dificuldades em se extrapolar os resultados obtidos experimentalmente in
vitro para os organismos vivos e dificuldades durante o processo de separacdo e marcacao

celular (por estes sofrerem modulagbes externas negativas), no tocante a eficiéncia de
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marcacdo, observa-se particularmente elevada complexidade na obtencdo de altos
rendimentos (CALLAHAN, 2006; LOVELESS, 2009).

Cumpre ressaltar também que, a técnica de radiomarcagio de heméacias com o %™Tc é
reconhecida e mundialmente descrita. Contudo, as metodologias publicadas in vitro e
modificadas in vivo, ndo definem o volume amostral de sangue a ser coletado e radiomarcado
para administracdo no paciente, permitindo inferéncias por parte dos laboratorios de pesquisa
cientifica e clinicas de medicina nuclear, sobre qual o volume adotado é o mais recomendavel
ou viavel para obtencdo de uma eficiente marcacéo celular com o radionuclideo (DAM et al.,
2014).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos de sintese de
biomoléculas a partir do isolamento e radiomarcacio de heméacias com o **™Tc, no Centro
Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), bem como, realizar testes de
controle da qualidade da biomolécula ®*™Tc-célula produzida para verificacio da seguranca
do radiofarmaco.

Os objetivos especificos foram:

v' Realizar o controle de qualidade do radionuclideo (**™Tc) a partir da determinag&o

do potencial hidrogenidnico e esterilidade do mesmo;

v" Auvaliar o rendimento de marcacao em funcdo da metodologia utilizada;

v Quantificar o percentual de ligacdo do radionuclideo as proteinas plasmaticas por

meio da técnica por precipitacdo com acido tricloroacético;

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

radiofarmaco;

v Atestar esterilidade do radiofarmaco **™Tc-Célula.

Assim, com a sintese e o controle da qualidade desse novo radiofarmaco, busca-se
contribuir para o diagnostico de cardiopatias e doencas hemorragicas do trato gastrointestinal
por meio do SPECT, em hospitais de Recife e regido, oferecendo novas estratégias que
assegurardo eficacia no tratamento destas patologias e, consequentemente, maior qualidade de

vida aos pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Como embasamento tedrico, a seguir sdo detalhados temas correlacionados com a

presente dissertagdo, a fim de permitir melhor compreenséo a cerca do assunto.

2.1 SANGRAMENTOS GASTROINTESTINAIS

Sangramentos gastrointestinais sdo a causa mais comum de internagfes emergenciais
em hospitais de todo o mundo. Trata-se de episddio Unico ou recorrente de perda de sangue a
partir de porcdes distintas do trato gastrointestinal (TGI), podendo variar de disturbios
hemorragicos autolimitados a sisttmicos com risco de morte (PAI, 2017; FARRAR, 2018;
KAMBOJ et al., 2019).

A doenca apresenta-se em escala mundial com altas taxas de morbimortalidade em
todas as faixas etarias, com indicéncia de aproximadamente 100 casos a cada 100.000
habitantes, representando indiscutivelmente um problema de satde publica (GAIANI et al.,
2018).

De etiologia e sintomatologia variada, os episédios hemorragicos sdo ocasionados por
fatores anatémicos e fisiopatoldgicos idiopaticos, isto €, ndo definidos. Em sua classificacéo,
0s sangramentos sao divididos com base na localizacao (superior e inferior) e perda de sangue
(manifesto/visivel, oculto e obscuro) (KIM et al., 2014). Na tabela 1 estdo dispostos 0s 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 Classificacdo do Sangramento

Ulcera Peptidica

Gastrite
Varises Esofagica Sangramento situado na porcao superior do
Varises Gastrica TGl

LesGes Vasculares

Ulcera Esofagica

Neopléasias
Doenca Diverticular Sangramento situado na porcéo inferior do
Doenca Inflamatdria Intestinal TGI

Hemorroidas
Colite (isquémica ou infecciosa)
Fissuras Anais

Cancros Intestinais

Fonte: Modificado de Nable & Granham, 2016.

Clinicamente, o paciente com suspeita de sangramento gastrointestinal geralmente
apresentard hematémese (vOmito com sangue ocasionado por hemorragias pontuais no
esofago, estbmago e intestino delgado), melena (eliminagdo de fezes com sangue devido ao
sangramento no esdfago ou na regido proximal do intestino delgado), isquémica miocéardica e
hipovolemia. Segundo Nable & Granham (2016), quase 80% destes casos se resolvem
espontaneamente e, embora 0s outros 20% necessitem de intervencdo médica cirurgica, cerca
de um terco destes chegam a 6btio devido as lesdes instauradas decorrentes do diagndstico
tardio.

Para diagnostico e tratamento eficaz da doenca € requerida uma abordagem
multidisciplinar envolvendo varias areas da medicina (cirdrgica, emergencial e radioldgica)
(AOKI et al., 2019). Como primeira escolha para diagndstico, a colonoscopia e endoscopia
séo frequentemente utilizadas para verificacdo de mucosas com sangramentos pontuais, sendo
esta Ultima a mais indicada por possuir sensibilidade e especificidade de aproximadamente
100%. Além das técnicas mencionadas anteriormente, a angiografia por cateter ¢ indicada
para pacientes emergenciais e instaveis, com contra-indicagao para endoscopia (WORTMAN
etal., 2017).
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No que diz respeito @ medicina nuclear, o diagnostico ocorre por meio da cintilografia
com hemécias radiomarcadas com o **™Tc (tecnécio-99 metaestavel) (OHMIYA et al., 2015;
WHITEHURST, 2018). A radiomarcacdo é bem descrita para sangramentos gastrointestinais,
com precisao ja relatada superior a 75%, elevada sensibilidade na deteccdo de sangramentos
lentos (>95%) e facilidade nas repeticdes dos exames — quando necessario — em 48h apds a
reinjecdo da suspensdo radiomarcada no paciente (TABIBIAN et al., 2013; WORTMAN et
al., 2017; WHITEHURST, 2018).

Além da cintilografia com hemécias radiomarcadas, outras modalidades radiolégicas
podem ser consideradas como exames adicionais para o diagnostico de sangramentos
gastrointestinais, como a Tomografia Computadorizada com Multiplos Detectores (CTMD) e
a Angiografia Tomogréafica Computadorizada (CTA), ambas as técnicas permitem a varredura
precisa de pontos hemorragicos permitindo distinguir e determinar a etiologia do sangramento
(SHAH et al., 2018). Na tabela 2 estdo descritas as vantagens e desvantagens da utilizacéo das
principais modalidades diagndsticas mais utilizadas em casos de suspeita de sangramento

gastrointestinais.

Tabela 2- vantagens e desvantagens das técnicas de diagnostico para suspeita de sangramentos
gastrointestinais.

Imagens com Angiografia com
Endoscépia Hemacias-*"Tc cateter
N&o- invasiva; Alta resolucéo espacial.
Altamente sensivel e especifica, Deteccdo de baixas Injecdo de vesiculas
Vantagens provando suspeita de malignidade.  taxas de sangramento.  seletivas e especificas.
Visualizacéo limitada do Demorado; Ndo Deteccéo de alta taxa de
sangramento ativo quando ha utilizada no sangramento; Invasivo;
Desvantagens hemorragias. sangramento agudo; ~ Demorado; Exposi¢do a
Exposicdo a radiacdo. radiacéo.

Fonte: Modificado de WORTMAN et al., 2017.
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2.2 DOENCAS CARDIOVASCULARES — INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO (IAM)

Globalmente, cerca de 80% dos casos de morte sdo por IAM e suas variantes. Estima-
se que somente na Europa, 100.000 das internagdes anuais sdo ocasionadas por esse tipo de
cardiopatia (CHENG et al., 2019). No Brasil, de acordo com o Ministério da Saude, desde
2010 o pais € lider em casos de mortes por doencas cardiovasculares, e dentre elas, o IAM ¢é a
principal causa (BRASIL, 2019).

Define-se como infarto agudo do miocérdio, o evento de morte tecidual (necrose)
resultante da instalacdo consistente de um quadro de isquémia ocorrido em, pelo menos, uma
das artérias coronarianas (ANDERSON; MORROW, 2017; REED et al., 2017).

Sua fisiopatologia é referida primariamente pela ruptura da placa aterosclerética com
formacdo de microtrombos capazes de obstruir a artéria. A diminui¢cdo do aporte sanguineo
dentro do vaso leva a auséncia de oxigénio (isquemia) em todo o tecido, fazendo com que as
células locais, os cardiomiocitos, sofram necrose (Figura 1). Em geral, a sintomatologia
resume-se inicialmente a angina, dores epigastricas, nauseas, vomitos, palpitacfes e mal-estar
generalizado (SIERVULI et al., 2014; ANDERSON; MORRQOW, 2017).

Figura 1- visdo geral da fisiopatologia do IAM.

Necrose

Area do infiuto v

* Rupturm da placn ¢ diminnigho do

a 9 stipranento de sangue {Isqquerain)

Presenga de placa ateronclerotica

Fonte: a autora, 2020.

Quanto a classificacdo, ha pelo menos 5 tipos de IAM clinicamente registrados: tipo 1

(infarto resultante da aterotrombose com isquémia da coronariana), tipo 2 (isquemia por
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diminuicdo da oferta de oxigénio), tipo 3 (morte subita), tipo 4a (infarto em associagdo a
intervencdo percutanea da coronariana), tipo 4b (associacdo a trombose do stent) e tipo 5
(quando o infarto esta associado a alteragdes na vascularizacdo do miocardio) (CRANE et al.,
2017). Dos tipos citados acima, o IAM classificagdo 1 e 2 sdo reportados na literatura como
os de maior incidéncia global, considerando os fatores genéticos e idade como

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

Figura 2- gréfico de incidéncia para infarto agudo do miocéardio por idade.
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Fonte: Modificado de Chapman et al., 2017.

Os fatores de risco relacionados a doenca podem ser intrinsecos ao individuo ou nao.
O historico familiar, a genética e 0 sexo séo ditos como fatores ndo modificaveis, aqueles nos
quais interven¢bes médicas ou mudancas no estilo de vida ndo seriam suficientes para
soluciona-los. Tabagismo, obesidade, diabetes mellitus, hipertensao, sedentarismo e condigéo
nutricional sdo ditos como condi¢6es modificaveis, isto é, passiveis de serem tratados ou
reparados (CHAPMAN et al., 2017; LANGOWISKI, 2017).

Componentes intracelulares (moléculas biologicamente ativas) como quando
superexpressos, isto €, produzidos em quantidades acima do habitual, geralmente estdo

relacionados com casos de patologias. Na pratica clinica esses componentes, também
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chamados de biomarcadores, sdo utilizados para progndéstico, diagnostico e acompanhamento
de pacientes com suspeita de IAM e desempenham papeis criticos na deteccdo e avaliacdo de
eventos cardiacos independentes (CHEN et al., 2019).

Uma ampla variedade de rastreadores biol6gicos tém sido propostos como candidatos
com potencial para se tornarem novos marcadores. Segundo Aydin et al. (2019), um marcador
cardiaco ideal seria aquele capaz de detectar o dano ainda em seu estagio inicial, possuir
elevada especificidade para as células do musculo cardiaco, capacidade de diferenciar danos
permanentes dos reversiveis e informar a gravidade da lesdo ocasionada pelo processo
isquémico (AYDIN et al., 2019).

Contudo, poucos biomarcadores ja encontrados foram trazidos para a rotina clinica
(MARTINEZ et al., 2019). Este fato, esta relacionado a incompletude das caracteristicas
mencionadas acima em uma sO molécula, além do curto periodo entre a elevacdo e
diminuigdo do biomarcador no plasma humano (MYTHILI; MALATHI, 2015). A lista dos
biomarcadores ja utilizados, porém obsoletos, os destinados ao uso padrao (estabelecidos) e

em quadros emergenciais € mostrada na tabela 3.

Tabela 3 — lista de biomarcadores cardiacos e suas fungoes.

Tipos Biomarcadores Funcgoes
Obsoleto Aspartato Aminotransferase
(AST)
Creatinoquinase (CK Total) Deteccdo da lesdo cardiaca

Lactato Desidrogenase (LDH)
Estabelecido Troponina T
Troponina |
Mioglobina Detecgdo da lesdo cardiaca
Fracdo Miocéardica da CK
Emergencial Proteina cardiaca de ligacédo a
acidos graxos (hFABP)
Albumina modificada para Deteccdo da isquémia antes da
isquémia instalacdo da necrose
Peptideo natriurético com
fragmento N-terminal inativo
(BNP/NT-proBNP) Deteccdo do IAM ocasionado
Fator de diferenciacdo de por estresse mecéanico
crescimento 15 (GBF-15)
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Copeptin
Proteina A associada a Deteccdo de eventos
gravidez isquémicos

Fonte: Modificado de MYTHILI & MALATHI, 2015.

Como exame auxiliar para monitoracdo do IAM, a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC) recomenda a realizacdo do ECG (Eletrocardiograma) continuo, para
deteccdo de eventos de arritmias ventriculares subitas e ou fatais (PIEGAS et al., 2015). Além
da monitoracéo, o diagnostico da doenca na fase aguda ou leve pode ser realizado por meio de
cintilografia com marcagdo de hemacias com o **™Tc ou com o uso de kits como *™Tc-
Sestamibi e ®MTc-Tetrofosmin (PIEGAS et al., 2015).

Por meio do exame cintilografico, busca-se avaliar a adequacdo e viabilidade da
irrigacdo sanguinea no miocardio. Para tanto, é realizada uma analise indireta e ndo-invasiva
da perfusdo sanguinea e reservas de sangue presentes no musculo cardiaco ap6s a
administragdo intravenosa do radionuclideo (HILGEMBERG et al., 2018; SMANIO;
SCHMIDT, 2017). As indicagfes para realizacdo da cintilografia miocérdica sdo: pacientes
antes da alta hospitalar classe 1 (onde o quadro geral é conclusivo) e pacientes onde ha
suspeita de revascularizagdo no musculo cardiaco e o procedimento médico nuclear servira
como laudo complementar (SMANIO et al., 2016).

2.3  MEDICINA NUCLEAR

Entende-se por medicina nuclear como a especialidade das ciéncias médicas ligada a
radiobiologia que emprega compostos radioativos ou moléculas marcadas com
radionuclideos, os radiofarmacos, para fins terapéuticos e diagnosticos. Nas Ultimas décadas,
este ramo da medicina tem se mostrado como uma ferramenta acurada na avaliacdo do
funcionamento de 6rgdos especificos do corpo humano, a partir da observacdo de metabolitos,
como também, no diagndstico e tratamento de inimeras enfermidades (FLOR; GELBCKE,
2009; TRENCSENYI et al., 2015; FONTI et al., 2019).

Pode-se dizer que, historicamente o cenario de descobertas e evolucBes na medicina
nuclear se da 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-LEAO, 2008).
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Quase duas décadas apos, em 1913, é relatado o primeiro estudo no &mbito da
radiofarmacia. O hungaro e quimico George de Hevesy comprovou a génese metodoldgica do
principio tracador do material radioativo utilizando nitrato de chumbo marcado com o ?'%Pb
em plantas (XAVIER et al., 2007).

Em humanos, os estudos pilotos s6 ocorreram por volta de 1927, quando Hermannt L.
Blumgart e Soma Weiss realizaram pela primeira vez a medicdo da circulacdo sanguinea, logo
apos injecdo intravenosa de solucdo salina contendo radénio, com o objetivo de verificar as
transformac0es sofridas pela droga no organismo in vivo (OKUNO, 1996; KUBA, 2008).

A principio, na pratica clinica, havia poucos radionuclideos sendo empregados para
diagndstico. Em geral, grande parte dos estudos se deteve na avaliacdo fisioldgica da glandula
tireoidiana, empregando radiois6topos de lodo-128 e lodo-131 e, apenas 20 anos mais tarde,
estes foram destinados ao uso em terapia de doencas na tiredide, dando inicio a aplicagédo
sistemética dos radionuclideos na pratica clinica (SOARES, 2002).

Os radionuclideos sdo elementos que possuem instabilidade nuclear devido a
competicdo da forca coulombiana de repulsdo entre prétons e, pela forca nuclear de atracdo
entre prétons e néutrons, prétons e prétons e entre néutrons (OKUNO; YOSHIMURA, 2010).
Na busca pelo retorno a estabilidade, o ndcleo do radioisotopo  sofre
decaimento/desintegracdo nuclear, emitindo radiagdo ionizante, que pode ser na forma de
particulas alfa (o), beta (B) e pdsitrons (B*), ondas eletromagnéticas (raios X e gama) ou por
Elétrons Auger (TAUHATA, 2014).

Por utilizar a deteccdo externa da radiacdo emitida pelos radiotracadores, a técnica de
aquisicdo de imagens permite identificar precocemente muitas doencas, sendo bastante
aplicada em éareas da medicina como oncologia, cardiologia, nefrologia e endocrinologia
(OLIVEIRA et al., 2006).

Quando administrados, seja por via oral ou intravenosa, as substancias radiomarcadas
seguem rotas metabdlicas ou funcionais do organismo vivo e se depositam nos locais pelos
quais ha& predilecdo especifica, 0 que permite a realizacdo de procedimentos médicos
(aquisicdo de imagens) e confere a esta modalidade diagnostica o carater ndo invasivo, uma
peculiaridade que outras ndo possuem (ROBILOTTA, 2006). Vale ressaltar que, o
radionuclideo — dentre outros aspectos — possui decaimento fisico bem estudado e
estabelecido na literatura, o que lhe permite confiabilidade quando em contato com o sistema
bioldgico humano, onde, além das desintegracbes devido a sua meia-vida fisica, o
radionuclideo sera eliminado do organismo por diferentes vias: pela urina (via excrecao

urinaria), pelo suor (glandulas sudoriparas) ou pelas fezes (metaboliza¢do). A juncéo destes
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dois pardmetros (decaimento fisico e eliminagdo por via bioldgica) é conhecida como tempo
de meia-vida efetiva (OLIVEIRA et al., 2006).

Outra caracteristica 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 seguranca, as informacGes acerca das
alterac@es bioldgicas sdo fornecidas utilizando-se concentracdes dos radionuclideos na ordem
de nano ou picomolares, repercutindo em uma minima dose administrada no paciente
(CARVALHO, 2014).

Atualmente, os estudos clinicos com radiotracadores que envolvem a aquisicdo de
imagens utilizando radiofarmacos se baseiam em técnicas de tomografia. A escolha da técnica
depende intrinsecamente do tipo de emissdo do radionuclideo durante seu decaimento
radioativo. Dentre as metodologias utilizadas, destacam-se o PET (Tomografia por Emisséo
de Pésitron) e SPECT (Tomografia por Emissdo de Foton Unico) (WERNICK; AARSVOLD,
2004).

231 PETICT

Das técnicas usualmente utilizadas para imaginologia diagnostica com tracadores esta
a Tomografia de Emissdo de Positrons aliada a Tomografia Computadorizada (PET/CT), do
inglés Positron Emission Tomography - Computed Tomography, que fornece imagens in vivo
de forma ndo-invasiva, permitindo mapear de forma segura e eficaz areas de Orgdos com
supostas variagbes morfofuncionais, baseando-se no principio da radiagdo emitida pelo
isétopo radioativo e captacdo do radiotracador pelo 6rgdo alvo (SOARES JUNIOR et al.,
2010; HUELLNER;STROBEL, 2014).

No contexto clinico, os exames PET/CT permitem o diagnostico molecular por
imagem hibrida, com ampla indicacdo para deteccdo do cancer e, mais recentemente, para
diagnostico de doencas inflamatdrias e infecciosas (CZERNIN et al., 2006; BAI, 2013;
JIMENEZ-BONILLA; BANZO, 2018).

Para aquisicdo da imagem, a PET se baseia no principio da detec¢do coincidente de
um par de fétons (emitidos em direcdes opostas), formados a partir da aniquilacdo de um
positron com um elétron do meio (Figura 3), processo este, resultante do decaimento
radioativo de um emissor B (PARGHANE; BASU, 2018).
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Figura 3 — Principio do PET.
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Fonte: Modificado de Lecomte, 2008.

Quando os dois fétons, cada um com energia de 511 keV, sdo detectados
simultaneamente por um conjunto de cristais de cintilagdo, ha conversdo da radiacéo
eletromagnética em luz visivel que, posteriormente, € convertida em sinal eletrénico por um
sistema de canais fotomultiplicadores; este sinal eletrdnico, por sua vez, é registrado e
reconstruido no sistema computacional, gerando assim a imagem PET (CHERRY et al.,
2012).

Como dito anteriormente, a PET utiliza radiois6topos emissores de radia¢do do tipo
B*. Esta emissdo ocorre em nucleos onde ha desequilibrio na relagdo prétons/néutrons. Nos
nacleos com excesso de prétons, a estabilidade pode ser atingida por meio da emissdo de
positrons (decaimento tipo B*) ou por meio de captura eletrénica (EC). Para emissdo p*, como
esquematizado na equacio 1, ocorre transformagio do préton (*1p) em um néutron (°1n) , com

emissdo de uma particula (*oe) € um neutrino (v).

P ot et 1)

Apds a desintegracdo, o nlcleo inicial (pai) X origina um ntcleo filho que, segue
com o valor de massa inalterado, porém o numero atémico sofre decréscimo de menos um

préton, AXz1 (TURNER, 2007). Sabendo-se que o ncleo filho possui menor massa que 0
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nucleo pai, é possivel calcular a energia do processo por meio da equacao de equivaléncia
entre massa e energia de Einstein, E = mc?.

O positron gerado do decaimento apresenta massa igual a massa do elétron (9,109 x
10! kg), porém carga de sinal oposto (+1,602 x 10°C), configurando-se entdo, como sua
antiparticula. O resultado da colisdo entre a antiparticula e sua respectiva particula, origina o
fendmeno de aniquilacao.

Usualmente, os radionuclideos emissores de positrons utilizados na medicina sdo
produzidos em ciclotrons® que variam de acordo com a forma, podendo ser do tipo linear ou
circular (LUIZ et. al., 2011). Na tabela 4 estdo exemplificados alguns dos radionuclideos
produzidos em ciclotrons que sdo utilizados na medicina nuclear via PET, mostrando
caracteristicas como tempo de meia-vida (Tw) € a energia maxima (Ep+) do positron presente

no meio.

Tabela 4 — Emissores de pésitrons produzidos em ciclotrons utilizados na medicina nuclear.

Alcance maximo em

Radionuclideo Ty (min) Ep+ max (Mev) agua (mm)
e 20,4 0,959 5,0
13N 9,96 1,197 5,4
150 2,07 1,738 8,2
18F 109,8 0,650 24

Fonte: modificado de Rabilotta (2006).

Existem hoje, diversos radioisotopos ciclotron-produzidos na medicina. Dentre esses,
0 mais amplamente utilizado e difundido ¢ o ‘8F marcando o FDG (fluordeoxiglicose). O 8F-
FDG atua como um radiofarmaco analogo a glicose, utilizado em exames PET e PET/CT para
deteccdo de mdltiplas patologias, como: oncogénicas e doencas inflamatdrias e infecciosas
(OLIVEIRA et al., 2006; BEADSMOORE et al., 2015). Em adicéo, novas pesquisas estdo se
estabelecendo no Brasil a fim de fortalecer a produgdo e comercializagdo de novos
radiofarmacos marcados com 8F para diagndstico e acompanhamento de variados tipos de
tumores, como por exemplo, o ®F-Colina, *F-FLT e o ®F-FAZA (IPEN, 2017).

! Equipamento capaz de acelerar particulas carregadas, fazendo-as atingir altas velocidades, proporcionando a
elevacdo da sua energia, a fim de, gerar como produto final matéria em grande quantidade, por meio das colisbes
entre os feixes de particulas.
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2.3.2 SPECT/CT

Similar ao PET/CT, a Tomografia por Emissao de F6ton Unico acoplada a Tomografia
Computadorizada (SPECT/CT) baseia-se no principio da utilizacdo de um radiotracador —
geralmente, por administracdo intravenosa - para avaliacdo diagnostica das funcdes
fisioldgicas e metabolicas dos oOrgdos e tecidos (VAN AUDENHAEGE et al., 2015). Na
modalidade SPECT/CT, os fétons emitidos em decorréncia do decaimento radioativo seguem
diferentes diregdes, contudo, apenas aquele de energia mais alta e perpendicular a superficie
do detector é coletado e utilizado para criacdo das imagens pela gama camera, fato este,
decorrente da presenca de colimadores no equipamento (KHALIL, 2010).

Basicamente, as imagens sdo geradas pelo dispositivo quando o féton emitido pelo
radionuclideo chega primariamente ao colimador. Nele, ocorre producdo de luz de cintilacdo a
partir da interacdo foton - cristal detector. Na sequéncia, um sistema de fotomultiplicacdo
converte o sinal luminoso em sinal eletrénico, permitindo assim a formacéo e reconstrucao
das imagens por meio de um software (Figura 4) (LIVIERATQOS, 2012). Para a coleta das
imagens, a gama camera gira em torno do corpo do paciente com angulo de até 360°, obtendo
imagens sobrepostas que sdo reconstruidas e reorganizadas pela técnica de retroprojecédo
(HICKS; HOFMAN, 2012; RITTS et al., 2014).

Figura 4 — esquema dos componentes da gama camera.

Compuiadbr Monitor

N 4

Gama camera

pré-amplificadores

e fotomuh_ip[icadorcs
[ ‘Lnll‘nllunllhk/n_. . -
B> £uia de Iuz optica

IO = cristal

/o ) ) Colimador
| ]

Gama camera — corte
transversal

Fonte: Modificado de REBELLO, 2019.
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Para aprimorar a resolucdo das imagens do equipamento SPECT, atualmente, os
cristais de cintilacdo utilizados sdo constituidos de iodeto de sodio, por se tratar de um
material econébmico capaz de converter proporcionalmente em luz no espectro do visivel a
energia do foton que é depositada. Além disso, materiais semicondutores como o CZT
(Telureto de Cadmio e Zinco) também estdo sendo usados no sistema de conversdo féton-luz,
a fim de, aperfeicoar cada vez mais a técnica (LJUNGBERG; PRETORIUS, 2018; RITTS et
al., 2014).

No que diz respeito as informac0es clinicas fornecidas pela técnica, o sistema hibrido
para obtencdo das imagens devido ao acoplamento do SPECT a TC permite a obtencdo de
imagens morfofuncionais, mas também, permite alto desempenho na aquisi¢do de mapas com
reconstrucdes anatdmicas que possibilitam fazer diretamente correlaces com quaisquer
anormalidades, aumentando a sensibilidade e especificidade da técnica cintilografica (BUCK
et al., 2008; MOHAN et al., 2018).

Na medicina nuclear, as aplicagOes para aquisicdo de imagens via SPECT/CT sdo
variadas: deteccdo de focos de angiogénese para avaliacdo da viabilidade do miocérdio,
artografia das articulagbes, monitoramento de distdrbios musculo-esqueléticos de
extremidades, avaliacdo da ventilacdo e perfusdo pulmonar, deteccdo de tumores e afins
(HUELLNER; STROBEL, 2014; BHURE et al., 2018; MONTEMAGNO et al., 2019; XU et
al., 2019).

Dos radionuclideos mais comumente utilizados nos procedimentos médicos para
diagndstico via SPECT/CT, destaca-se o tecnécio-99 metaestavel (" Tc), um isdmero nuclear
metaestavel do tecnécio-99, obtido a partir do decaimento radioativo do molibdénio (**Mo)
(CHROUSTOVA et al., 2019; GIL et al., 2019).

2.3.3 Tecnécio-99m (*™MTc)

Estima-se que, cerca de 90% dos procedimentos clinicos cintilograficos dentro da
média mundial, sejam realizados com o uso do **"Tc, devido a sua disponibilidade (obtencdo
via gerador ou, mais recentemente, por ciclotron) e propriedades fisico-quimicas intrinsicas
ao radionuclideo por se tratar de um metal de transicdo que pode atingir variados estados de
oxidag#o facilitando & incorporagio de diferentes biomoléculas (ARAUJO, 2008; LE, 2014;
GIL et al., 2019; TEJERIA et al., 2019). Tal fato repercute em maior estimulo na busca por

novos marcadores sintéticos ou moleculares complexados ao radionuclideo, 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 ndmero atémico 43, o Tc € um metal de transicao
membro da familia 7B da tabela periddica, situado entre o manganés e o rénio. Esta
localizagdo permite uma elevada quimica de coordenacdo no que diz respeito aos estados de
oxidagéo do elemento, uma vez que, ao apresentar estados redox, que variam desde o0 +7 ao -
1, pode-se incorporar ao elemento uma matriz de radiofarmacos especificos e inovadores para
estudos morfofuncionais dentro da modalidade SPECT/CT (BAUMEISTER et al., 2018;
TEJERIA et al., 2019).

Por muitos anos, sua producdo ocorreu unicamente por meio de um sistema gerador
®Mo/*™Tc. O dispositivo (Figura 5) é constituido de uma coluna cromatografica de 6xido de
aluminio (Al20s3), onde o elemento “pai”, na forma de molibdato de sodio (**Mo004>) é
depositado e se desintegra originando o fon pertecnetato (**™TcOy4). Por possuir afinidades
distintas pela coluna cromatografica, durante o processo de eluicdo com solugdo salina, o
%Mo fica retido na coluna, enquanto o *™TcO, juntamente a seu isdmero néo radioativo, o
%TcOy, sdo extraidos do gerador (MARQUES et al., 2001; ARAUJO, 2008; STOTHERS et
al., 2019).

Figura 5 — Esquema do sistema gerador *Mo/*™Tc.
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Fonte: Andrade, 2012.
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Contudo, é importante ressaltar que ha, pelo menos, duas formas de desintegracdo para
0 ®Mo: com tempo de meia vida de 66h este radionuclideo pode se desintegrar originando
diretamente o **Tc (ndo radioativo) ao emitir radiagdo do tipo B~ (beta), isto é, com chance
minima de 13%, ou decair (com probabilidade de 87%) por emissdo f~a *®™Tc. Este por sua
vez, por possuir instabilidade nuclear se desintegra emitindo radiagcdo y (gama) originindo o

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

Figura 6 — Esquematizacédo do decaimento radioativo do *Mo a *°Tc.
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Fonte: Marques et al., 2001.

Devido a escassez na disponibilidade do **Mo produzido por reatores (dependentes de
uranio altamente enriquecido — 2*°U) no mercado internacional, nos Gltimos anos buscou-se
como alternativa rotas de producdo em larga escala do tecnécio-99m (DODD et al., 2002;
KRIJGER et al., 2013; UZUNOV et al., 2018). Como resultado, a producdo do *™Tc por
meio de ciclotron (CPTc) foi viabilizada e tornou-se um método substituto ao modo de
producdo gerador *Mo/*™Tc¢ (HOU et al., 2016; UZUNOV et al., 2018). Para esta tecnologia
[*®Mo (p, 2n) / ®*™Tc], o radionuclideo de interesse é obtido por meio de irradiagdo, onde um
alvo de molibdénio (**®Mo) 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 ®™Tc obtido tanto em gerador quanto em ciclotron, decai por meio de emissdes
gama em 140 keV de energia e possui tempo de meia vida de cerca de 6 horas (BE et al.,
2004; CAPOGNI et al., 2018). Dos aspectos farmacologicos, a farmacocinética do
radionuclideo é réapida, ap6s 30 min de administracdo intravenosa pode-se detectar niveis
consideraveis do mesmo em 6rgdos como tireoide; a excrecao é inicialmente por via urinéria e

com 48h tém-se eliminacdo via intestinal. Sua metabolizacdo pode ocorrer via hepatica ou
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renal; devido a sua decomposicdo, ha acimulo do radionuclideo no trato gastrointestinal
(PAPAGIANNOPOULOQU, 2017). Ha comprovacdo de interacdo medicamentosa do tecnécio
complexado com farmacos como atropina e alguns analgésicos (IPEN, 2015).

Em adicéo, sabe-se que, diretamente sua utilizagdo se restringe a estudos de primeira
passagem, isto é, por ser administrado por via intravenosa, o *MTc se difunde pelas
membranas capilares para alcangar o espaco intersticial nos 6rgdos e tecidos. Entretanto, uma
vez complexado a biomoléculas (como anticorpos, peptideos e lipossomas) e outros ligantes
sintéticos (a exemplo, antibidticos e analogos), suas aplicacbes na medicina nuclear se
expandem, contribuindo assim para sua utilizagdo nos mais variados tipos de diagnéstico na
medicina nuclear (DIAS, 2015).

Cumpre ressaltar também que, além da marcacao de biomoléculas naturais e sintéticas,
0 ®MTc tem sido empregado na radiomarcacio de células humanas (leucdcitos e hemacias),
sendo reportado na literatura atual como radiotracador especifico no diagndstico de infec¢des
e inflamacdes, bem como, em casos de cardiopatias e doengas gastrointestinais (SILVA et al.,
2018; SENGOZ et al., 2019). Segundo a Organizacdo Mundial da Salde (2015), estas
suspensdes sdo consideradas preparacdes extemporaneas estéreis, facilmente influenciadas
durante o processo de manipulacdo celular, recomendando-se proceder de acordo com o0s

procedimentos padrdes para radiomarcagao.

2.3.4 Controle de qualidade dos radiofarmacos marcados com *™T¢

Sabe-se que, ao longo do processo produtivo dos radiofarmacos alguns cuidados
devem ser tomados para garantir seu uso diagnéstico e/ou terapéutico. Dentre os paramétros
de avaliacdo preestabelecidos pelas farmacopéias vingentes estdo os testes de controle de
qualidade (CQ) (MIRANDA et al,. 2019). Para o ®™Tc, em partircular, os testes de CQ
recomendados s&o: pureza quimica, radioquimica e radionuclidica, pureza fisica, esterilidade,
apirogenicidade, aparéncia (inspecédo 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 avaliacdo da integridade do eluato
do gerador **Mo/ ®*"Tc¢ e radiofarmacos marcados com *™Tc¢ so descritos a sequir:

e Aparéncia (inspecdo visual): A aparéncia da solucdo deve ser limpida e incolor.
Contudo, alguns radiofarmacos complexados ao ®MTc sdo 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 hidrogenidnico da amostra do radiofarmaco
com a do meio/fluido corporal no qual serd inserido. Ideal para este paramétro o valor
seja 0 mais proximo do pH fisioldgico de 7,4, sendo aceitos valores entre 3,8 e 7,5,
visto que a capacidade de tamponamento do sangue € elevada. Para medicdo, é
recomendado utilizar pHmetro e tiras indicadoras de pH em escalas de 0,5 (EP, 2010;
USP, 2010; USP, 2012; WHO, 2017).

Pureza Quimica: Refere-se a fracdo do material em sua forma quimica desejada, isto
é, trata-se da avaliacdo quantitativa ou qualitativa de espécies quimicas indesejadas
que ocasionalmente estdo presentes na formulacdo final. Considera-se como
impurezas quimicas, todas as substancias ndo radioativas que possam interferir na
radiomarcagdo, como por exemplo levar & aglutinacdo de Hemécias-*"Tc e causar
efeitos adversos quando em contato com os sistemas biologicos. A exemplo, tém-se 0s
fons de AI*® proveniente da coluna cromatografica existente no sistema gerador
Mo/ Tc. A USP (2010/2012) limita a quantidade deste jon para 10 ug Al™3/ ml de
eluato de *™Tc (LOVELESS, 2009).

Pureza Radioquimica: Indica a fracdo expressa em porcentagem da radioatividade do
radionuclideo estudado em sua formula quimica de interesse, em relacdo a
radioatividade total da formulagdo farmacéutica. Impurezas radioquimicas surgem
devido a decomposicdo a partir da acdo de solventes, alteracGes na temperatura € no
pH, presenca de agentes redutores ou oxidantes, reacGes de sintese incompletas e
radiolise; quando presentes, levam a diminuicdo da qualidade da imagem e exposicao
a radiacdo desnecesséria ao paciente (IAEA, 2008; SAHA, 2010). Pelo menos trés
produtos podem ser detectados por meio de cromatografia em camada delgada (CCD)
ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): pertecnetado livre (**™TcO),
¥mTc-hidrolisado e *™Tc¢ ligado & molécula de interesse. De acordo com a USP
(2010/2012), para controle de qualidade do radionuclideo, o percentual aceito devera
ser de 95%, sendo este valor estimado pelo céalculo do Rf (fator de retencdo), que
corresponde numericamente ao quociente da distancia percorrida pela amostra pela
distancia percorrida pela fase mdvel. Ainda segundo a farmacopeéia vingente, em fase
movel constituida por solventes polares como acetona e butanona, o Rf do
pertecnetado livre encontra-se entre 0,6 a 1,0, enquanto o *®™Tc ligado & molécula de
interesse, permanece retido no ponto de aplicagdo, na fase estacionaria. Em paralelo, a

avaliacdo por CLAE correspondera ao pico principal no radiocromatograma.
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Pureza Radionuclidica: Teste que avalia, quantifica e discrimina se a emissdes de
energia da amostra de interesse correspondem ao radionuclideo constituinte do
radiofarmaco sintetizado, isto por meio da verificacdo do espectro de emissdo e do
tempo de meia-vida (T%2), que corresponde ao intervalo de tempo para que a atividade
do radionuclideo decaia & metade do seu valor inicial. Radionuclideos como o
tecnécio-99m, que decaem por emissdo de radiacdo eletromagnética, tem seus
espectros obtidos por meio de detectores como Nal (TI) e o HPGe. Das impurezas
presentes no eluato obtido via gerador, ttm-se o %Mo. Segundo a farmacopéia
européia e britanica (2010), o limite para presenca do molibdénio varia de 0,15 a 1
kBq **Mo/ 1MBq de *™Tc.

Esterilidade: Teste empregado para deteccdo de microrganismos contaminantes que
supostamente podem estar presentes no radiofarmaco sintetizado. De acordo com 0s
compéndios oficiais, o teste deve ser realizado por inoculacdo direta, isto €, ap0s
decaimento radioativo, uma aliquota da amostra do radiofarmaco devera ser inoculada
em tubos contendo meio de tioglicolato fluido para observacdo de promoc¢do do
crescimento (turvacdo do meio) de bactérias anaerdbicas e meio TSB para crescimento
de fungos, leveduras e bactérias aerdbicas, produzidos de acordo com as instrugdes do
fabricante (EP, 2010; USP, 2010;VRIES et al., 2010; USP, 2012).

Apirogenicidade (Teste de Endotoxinas): Endotoxinas sdo complexos de alto peso
molecular constituintes da parede celular das bactérias Gram-Negativas com alto
potencial pirogénico, podendo estar presentes em produtos farmacéuticos nao
esterilizados ou despirogenizados de forma inadequada. Esses complexos podem
conter moléculas lipidicas, proteinas e carboidratos que, por se comportarem como
pirégenos induzem alteragcbes patofisioldgicas como: febre, mudanca na contagem de
leucdcitos, hipotensdo e choque, podendo levar a morte (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003). Nas formulacdes de injecdo intravenosa, o produto ndo deve conter
mais que 175/V unidades de endotoxinas por mL de injecdo (EP, 2010; USP 2010;
USP, 2012; WHO, 2017). A técnica mais reconhecida e utilizada para determinacédo
de endotoxinas bacterianas baseia-se na avaliagdo cinética-cromogénica-colorimétrica
com producdo de turbidez, precipitacdo e/ou gelificacdo da mistura de endotoxinas
bacterianas com solucdo lisado de amebdcitos de caranguejo-ferradura, conhecido

como Limulus polyphemus.



35

Além dos testes descritos acima, quando o produto final da marcacdo sdo células
ligadas ao ®MTc, em termos de validacio de metodologias analiticas, recomenda-se a
realizacdo de ensaios como estabilidade de cinco horas da suspensdo radiomarcada,
determinacdo do percentual de eficiéncia de marcacdo e viabilidade celular por exclusdo
utilizando azul de tripano, sendo a realizacdo deste ultimo opcional, isto é, quando a
eficiéncia de marcacdo for oscilante entre o grupo amostral ou inferior a 50% (IAEA, 2008;
VRIES et al., 2010). Os testes estdo detalhados abaixo:

e Estabilidade: Pode ser definida como o tempo entre a fabricacdo/sintese do
radiofadrmaco e 0 momento em que 0 mesmo apresenta 10% da sua poténcia reduzida,
de forma que sejam mantidas suas propriedades fisicas, quimicas, microbioldgicas e
terapéuticas (BRASIL, 2005; SILVA, 2009). De acordo com a RDC 64 (ANVISA,
2009), para radiofarmacos de meia-vida menor que um ano, o estudo de estabilidade
deve ser adaptado, com analises frequentes com cinco pontos incluindo o inicial. Para
tanto, as condicBes do teste devem ser padronizadas no tocante a temperatura e
umidade (IAEA, 2008).

e Determinagdo do percentual de eficiéncia de marcagdo (%0EM): Refere-se ao
percentual de radioatividade associado as células marcadas, sendo obtido por meio da
razdo da atividade do pellet (sedimento celular) pelo somatorio da atividade do pellet e
sobrenadante, ambos multiplicado por 100. Segundo o Gltimo guideline da Associacéo
Europeia de Medicina Nuclear (EANM) (VRIES et al., 2010), o limite esperado para
este teste deve ser superior a 50%.

¢ Viabilidade celular por exclusdo com azul de tripano: Avalia quantitativamente o
numero de células vidveis presentes na suspensdo ap0s o término do processo de
radiomarcacdo. A solucdo corada (azul de tripano) possui capacidade de atravessar
passivamente a membrana plasmatica das células destruidas, enquanto as células
viaveis permanecem integras e ndo coradas. Para células radiomarcadas com o *™Tc,
a cada preparacao o ideal é se obter uma viabilidade celular > 98% (VRIES et al.,
2010).

E valido acentuar que em simultaneo aos testes mencionados acima, a quantificagio da
porcentagem da radioatividade do **"Tc ligado as proteinas no plasma deve ser determinada,
por se tratar de uma analise indicadora de comprometimento da ligacdo do radionuclideo as

células sanguineas, isto é, devido a presenca no plasma de proteinas transportadoras de alta



36

afinidade, a ligac&o do tecnecio as células pode ser inviabilizada ou diminuida. O método de
precipitacao de proteinas com o acidotricloroacético (TCA) 5% € a técnica mais indicada a ser
realizada. Contudo, segundo Freitas e colaboradores (2002), variacBes no percentual de
ligacdo podem ser encontrados a cada estudo devido a farmacocinética e tipos de agentes de

diagnostico utilizados.

2.3.5 Radiofarmacos marcados com *MTc para avaliacdo diagndstica de sangramentos

gastrointestinais e doencas cardiovasculares

Nos ultimos anos, muitos radiofarmacos tém sido propostos na pratica clinica para
determinacdo dos focos hemorragicos e avaliacdo da perfusdo miocardica (DIAS, 2015;
PAPAGIANNOPOLOU, 2017; COSTA et al.,, 2019). O principio bésico da marcacéo,
envolve a reducdo do tecnécio-99m a seu menor estado de oxidacdo, viabilizando sua ligagédo
a molécula de interesse (ANDRADE, 2012).

Em sua maioria, os radiofarmacos a serem marcados sdo comercializados em Kits
estéreis liofilizados, contendo necessariamente um agente redutor (geralmente o cloreto
estanoso — SnCly) e o quelante (molécula ligadora) em propor¢Ges ja bem estabelecidas por
seu fabricante. Funcionalmente, estes compostos se acumulam nos sitios-alvo por meio de
interaces especificas do radiofarmaco com seu o alvo: ligacdo a receptores e transportadores
de membrana, como ocorrem com as hemécias radiomarcadas com **™Tc (base deste estudo)
e sinalizadores de inflamagdo (por meio da marcacdo de imunoglobulinas e lipossomas)
(BENALI et al., 2015; SHAH; ALAM, 2017; FOLLACCHIO et al., 2019).

Na Tabela 5 abaixo estdo apresentados de forma resumida os principais radiofarmacos
marcados com *™Tc utilizados na medicina nuclear para diagndstico de infeccdes e avaliagio

cardioldgica.
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Tabela 5 - Radiofarmacos SPECT/CT complexados ao *°™Tc para avaliagdo diagnéstica de
sangramentos gastrointestinais e perfusdo miocardica.

Radiofarmacos-*"Tc

Precursor

Aplicagao

9mTc-Sestamibi

99mTc-Tetrosfosmin

99mTc-Teboroxima

Caétion lipofilico do grupo
das isonitrilas
Farmaco da familia das
difosfinas

Acido bordnico

Avaliagdo da perfuséo
miocardica
Avaliacdo da perfuséo
miocérdica

Avaliagdo da perfuséo

miocardica

9mTc-Hemacias Células humanas aut6logas Avaliacdo da perfuséo
miocardica/ Diagnéstico de
IAM*/Detecc¢éo de
sangramentos no TGI*
9mTc- enxofre coloidal Enxofre Avaliacdo da funcdo hepatobiliar
e sangramentos no TGl inferior
¥MTc-PYP (pirofosfato) Pirofosfato tetrassodico — Avaliacdo da perfuséo
sintético miocardica/ marcacédo de
hemécias/ Detec¢do de

sangramentos no TGl

*IAM= Infarto Agudo do Miocérdio/ TGI = Trato Gastrointestinal
Fonte: a autora, 2020.

Na avaliacdo diagndstica utilizando o pool sanguineo, a marcagdo de hemécias com o
¥mT¢ ¢ um método indicado na medicina nuclear para detecgéo tecidos necréticos (em casos
de cardiopatias) e sitios hemorragicos ativos (nos sangramentos gastrointestinais) (CHOI et
al., 2019). Esta utilizacdo se deve ao fato de que h& relativa abundéncia na concentracéo
celular e facilidade na capacidade do radiocomplexo em difundir no espaco intravascular de
forma lenta e continua, permitindo a formacao de imagens de alta resolucdo (LIU et al, 2017).

Microscopicamente, estas células apresentam-se em formato bicéncavo e anuclear,
sendo essenciais para o suprimento celular de gases (O2 e CO2) e manutengdo da homeostasia
fisiologica (equilibrio &cido-base) (FOCOSI; AMABILE, 2018). Além disso, mais
recentemente tem sido reportada na literatura a participacdo direta dos glébulos vermelhos na
homeostase cardiovascular, por meio de reages — ainda ndo muito bem compreendidas -
mediadas pelo 6xido nitrico (NO) (BOSMAN, 2018).

Em sua estrutura, as hemadcias possuem abundantemente proteinas do tipo

hemoglobina (Hb), responsaveis por executar o transporte e armazenamento do Oz dos
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pulmdes para os tecidos. Em sua composi¢cdo quaternaria com dobramento o-hélice, a Hb
possui quatro grupamentos proteicos globinicos e um Unico grupamento prostético, chamado
de heme. As cadeias de globina, sdo subdivididas em duas unidades o e B, ambas idénticas,
com peso molecular de cerca de aproximadamente 16 kDa (COATES; DECKER, 2016).

Até os dias de hoje, ndo foram comprovados todos os mecanismos envolvidos no
processo de marcacdo do radionuclideo nas hemécias. Em resumo, sabe-se que o influxo do
fon estanoso (Sn*?) e o fon pertecnetato para dentro das células é mediado respectivamente,
pelo transporte nos canais de calcio (Ca*?) e no sistema de proteinas banda-3 presentes na
membrana plasmatica das hemacias. O mecanismo de entrada e saida desses ions dependente
de gasto energético (com trocas i6nicas com CI~ e COsH) com influéncia direta e negativa da
temperatura. Uma vez no compartimento celular interno, o tecnécio é reduzido ao seu menor
estado de valéncia (*®*™TcO) e interage por meio de ligagdes covalentes do tipo coordenadas
e irreversiveis com a globina (por¢do B) das hemacias (CALLAHAN; RABITO, 1990;
MEYER, 2008). Uma representacdo esquematica do processo de marcacdo é mostrada na

figura 7.

Figura 7- Via intracelular de marcacdo de heméacias com %™ Tc.

Etapa 3

re ao
/dedd'ss’TcO'“
Sn**

Etapa 1

.
|
Sn*? Hb

Marcacao de Hb
com #*™Tc

Sn™

Etapa 1: Inluxo de Sn*2 por meio dos canais de calcio; Etapa 2: Entrada do fon pertecnetado pelo
sistema proteico banda-3; Etapa 3: Reduc&o do *™Tc e sua ligagdo a hemoglobina das hemacias
(radiomarcacéo).
Fonte: Modificado de Oliveira Junior, 2003.

E importante frizar que, para uma efetiva marcagio, o tecnécio deve atingir o menor
estado de oxidagdo, sendo esta reducdo intermediada e dependente da presenca do SnCl,, do

contrario, o tecnécio, na forma de pertecnetato de sodio circula livremente entre as células
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sem que ocorra nenhuma ligacdo (REHANI; SHARMA, 1980). Exemplificando, assim como
no método in vitro, na marcacdo direta in vivo e in vitro, ao paciente inicialmente é
administrado por via endovenosa, o0 cloreto estanoso como forma de tratamento preé-
estaninazacdo. Com 30min o sangue €é coletado e as células sdo isoladas e radiomarcadas para
serem reinjetadas ao paciente. Assim ha garantia da reducdo do radionuclideo e uma vez que
as células estdo em suspensdo em um curto espago de tempo ndo ha risco de ocorréncia de
hemolise celular (OLIVEIRA-JUNIOR, 2003; AHMAD et al., 2014).

Com base nas evidéncias descritas anteriormente, € perceptivel que a radiomarcacao
de células sanguineas se trata de um método vantajoso e de extrema utilidade na medicina
nuclear, podendo ser utilizadas como biomoléculas tragadoras no diagndéstico de tais doengas.
Tendo como base este fato, as pesquisas atuais se propdem a elaborar e padronizar
metodologias de facil execucdo e menos onerosas, mantendo a qualidade, seguranca e eficacia

do método proposto.
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3 MATERIAL E METODOS

Todos os ensaios de sintese e controle de qualidade da biomolécula **™Tc-célula
foram realizados na Divisdo de Producdo de Radiofarmacos (DIPRA) em colaboracdo ao
Laboratorio de Dosimetria Bioldgica (LDB), do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste — CRCN/NE. Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), numero do CAAE: 26306019.0.0000.5208
(Anexo A).

3.1 MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes reagentes e utensilios: 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; solucdo de NaCl a 0,9% estéril; Fycoll-Paque Plus; Azul de
Tripano (Trypan Blue Solution - 0,4%); Cloreto de Estanho Il Dihidratado (SnCl..2H20);
papel Watman 3 MM, Metil Etil Cetona (Butanona — CH3COCH,CH3); Meio Fluido
Tioglicolato; Caldo Caseina de Soja; Acido Tricloroacético (TCA) a 5%.

Os principais equipamentos utilizados foram: camara de Neubauer; microscopio
optico; centrifuga com desaceleracéo; estufas; capela de fluxo laminar; activimetro; detector
de germaénio hiperpuro HPGe, modelo CG1020, da Canberra (Meriden, Estados Unidos);
TLC-Scanner, modelo Beta Detector GMC, da RayTest (Straubenhardt, Alemanha).

3.2 METODOS

A metodologia de testagem foi dividida inicialmente visando comprovar a qualidade
do eluato utilizado, para garantir que a radiomarcacao celular ndo fosse comprometida. Para
tanto, foram realizados os testes de determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) e
avaliacdo da esterilidade do eluato.

Na sequéncia de testes, as células (hemécias) foram isoladas e radiomarcadas com o
¥mTc (objetivo principal do trabalho). Em adicdo, como método complementare para
comprovacdo da eficiéncia de marcacgdo, foi avaliado o percentual de ligacdo do ®MTc as

proteinas plasmaticas e realizado o teste de estabilidade de 5 horas.
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3.2.1 Controle de qualidade: caracterizagdo do eluato

Para garantia da qualidade das amostras do eluato utilizadas no estudo, optou-se por
realizar o teste de determinagdo do potencial hidrogenionico (pH) e esterilidade por
inoculacdo direta. Abaixo estdo descritas de forma detalhada as metodologias para cada

ensaio.

3.2.1.1 Determinacdo do potencial hidrogenidnico (pH)

Para aferi¢do do pH da preparacdo contendo o ®"Tc procedeu-se a aferi¢do do potencial
hidrogeniénico (pH) utilizando fitas de medicdo de pH padronizadas com intervalos de
medicGes de 0,5. Uma aliquota da amostra foi aplicada na regido teste da fita — como
recomendado pelo fabricante — e ap6s 1min comparou-se a reacdo colorimétrica ocorrida com
0 padrdo 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 Avaliacéo da esterilidade do eluato

Por inoculacdo direta, 1ml da amostra foi inoculada em tubos de ensaio contendo 10ml
de Meio fluido tioglicolato, para cultivo de bactérias anaerobias e/ou aerébias e em meio

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

Figura 8- Meios de cultura liquidos TSB e Tioglicolato.

Fonte: a autora, 2020.
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Como recomendado pelos compéndios oficiais, a inoculacdo foi realizada em capela
de fluxo laminar, utilizando meio, alcas e seringas estéreis apds 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 auséncia de

turbidez no meio de inoculacdo da amostra.

3.2.2 Isolamento e radiomarcacéo das heméacias com o *"Tc

Para isolamento e radiomarcacao, foi seguido o protocolo adaptado do guia “Cé¢lulas
autologas radiomarcadas: métodos e padronizagdo para uso clinico” da Agéncia Internacional
de Energia Atbmica (IAEA, 2015).

Amostras de 10 ml de sangue periférico total de 4 voluntarios sadios (sem
sintomatologia ou quadro clinico comprovado de cardiopatia e/ou hipertensao arterial) foram
coletadas em tubos contendo anticoagulante EDTA com o auxilio de seringas de 10 ml. O
sangue coletado foi fracionado, obtendo-se aliquotas de 0,5 ml e 3 ml, em triplicata cada.

As amostras de 0,5 ml, foram adicionados 500l de Cloreto Estanhoso (1,2 pg/ml de
SnCl; em salina) e incubou-se por 60 min em temperatura ambiente (23-25°C). Em seguida,
0,1ml de ®™Tc (3,7 MBq) na forma de *™TcO:Na foi acrescida a solugdo. Nesta etapa,
procedeu-se com a aferi¢do do pH, assim como descrito no item 3.2.1.1. De acordo com a
Farmacopeia Europeia (EP, 2015), a faixa de pH recomendavel para marcacdo de células
sanguineas com isotopos radioativos deve ser a mesma do sangue em situacdes de
normalidade fisioldgica, 7,35 a 7,45. Entretanto, pequenas variagdes podem ser aceitas visto
que, o volume e concentracdo dos radiofarmacos injetaveis sdo relativamente pequenos em
relacdo a capacidade de tamponamento do sangue circulante.

Passados 10 min, as amostras foram centrifugadas a rotacdo de 1.500 rpm
(aproximadamente 400G) por 15min, obtendo-se assim uma fracdo de plasma (FP) e células
(FC) separadamente. E importante ressaltar que nesta etapa, a técnica de centrifugacio é
eficiente no que diz respeito ao isolamento das hemacias, por separar (devido ao tamanho e
densidade) estas células das demais populacdes celulares. Assim, as hemacias ficam
depositadas na porcéo inferior do tubo e na regido superior encontra-se o plasma, leucocitos e

plaquetas.
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Para o volume de 3 ml, foram acrescidos proporcionalmente, 3 ml de SnCl, em salina,
0,6 ml de ®*™TcOsNa e centrifugacio de 25min, procedendo de acordo com a metodologia
descrita acima. Ao final, o percentual (%) da atividade de cada fracdo sanguinea foi contada
em Contador Gama do tipo HPGe (High Purity Germanium), todas as medidas com duracgao
de 300 seg a uma distancia de 13 cm do detector.

E importante mencionar que, em simultaneo ao controle de qualidade do eluato, no
teste de pureza radioquimica, replicatas (n = 6) das amostras de hemacias radiomarcadas com
o ¥"Tc¢ foram submetidas a corrida cromatografica em salina e acetona para obtencéo do

valor referente ao percentual de eficiéncia de marcacdo do radiofarmaco.

3.2.3 Avaliacio do percentual de ligacdo do ™ Tc as proteinas plasmaticas: precipitacio
por TCA 5%

Uma vez medida o percentual da atividade, retirou-se aliquotas de 20 pl do plasma e
de células (hemacias) das amostras de 0,5 ml. Estas, foram precipitadas com 1 ml de Acido
Tricloroacéetico (TCA) a 5% para obtencdo das fracdes solveis (FS) e insolaveis (FI) de
ambos componentes sanguineos.

Seguindo o0 mesmo protocolo, para as amostras de 3 ml foram utilizados 120 pl de
TCA para o plasma e células. Como grupo controle, utilizou-se 1e 6 ml de solugdo salina para
o volume de 0,5 e 3 ml, respectivamente. As aliquotas foram centrifugadas e em seguida,
procedeu-se a contagem da radioatividade do precipitado em contador gama. A porcentagem
de ligacdo as proteinas foi calculada de acordo com a equacdo 1 abaixo e a sequéncia da
metodologia utilizada é mostrada na figura 9.

. ) cpm precipitado
U de Ligacdo as Proteinas = x 100 (1)
cpm total

Onde, CPM = Contagens Por Minuto / CPM total = sobrenadante
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Figura 9 — Sequéncia de realizacdo da metodologia utilizada para radiomarcacdo das hemacias.
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Fonte: a autora, 2020.

3.2.4 Estudo de estabilidade da biomolécula Hemacia-*"Tc

Para o estudo da avaliagdo da estabilidade heméacia-*"Tc, seguiu-se a metodologia
adaptada do guia para realizacio de estudos de estabilidade (RESOLUCAO N° 01/2005,
ANVISA). As modificacOes do protocolo original, registrado no guia citado acima, foram
necessarias por se tratar de ensaios in vitro com amostras bioldgicas com tempo de vida dtil
reduzido quando s&o retiradas do sistema funcional original (corpo humano).

O ensaio consistiu na avaliacdo regular das caracteristicas da biomolécula (célula-
radionuclideo) ressuspensa em NaCl 0,9% : medicdo do percentual de atividade, a cada 60
min em contador gama, durante 5 horas; inspecdo visual da suspensdo para certificacdo da
ocorréncia ou auséncia de hemolise e, realizacdo de cromatografia em camada delgada (CCD)
com leitura em TLC-Scanner para controle de qualidade e separacdo do **™Tc livre e
biomolécula.

O teste foi realizado sob condi¢des padronizadas de temperatura igual a 20 £ 2°C e
umidade igual a 68 £ 2°C. No tempo zero (correspondente a primeira leitura), o percentual da

atividade foi medido no HPGe e, na sequéncia, realizou-se a primeira corrida cromatografica.
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Para a realizacdo da CCD, uma aliquota de 4 pl da amostra foi aplicada no ponto de origem, a
1cm da base da fase estacionaria, papel Waltman 3 de tamanho total 10 cm.

A area da aplicacao foi seca com o auxilio de um jato de ar frio e em seguida, as placas
foram acondicionadas em duas cubas especificas para corrida cromatogréafica, uma contendo
como fase moével 1-2 ml de butanona, até que percorressem toda a area de andlise.
Posteriormente, as placas foram levadas para leitura com duracdo 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 repeticdo do protocolo acima. Na Figura 10 esta ilustrado como foi
realizada a aplicagdo da amostra para a corrida em CCD.

Assim como o0 ensaio de radiomarcagdo, o0s testes foram executados em
triplicata/amostra. Apds 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 auséncia de microrganismos como fungos e/ou bactérias.

Figura 10 — llustracéo da aplicacdo da amostra em placa para CCD.
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Fonte: a autora (2020).
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3.2.5 Andlise Estatistica

Neste trabalho, todos os experimentos foram realizados em 3 repeticdes (triplicata).
Assim, os mesmos foram calculados e expressos em termos de média aritmética e desvio
padrdo (x DP). Para andlise estatistica e tratamento dos dados obtidos dos ensaios de
radiomarcacdo (comparagdo das médias entre si do percentual de marcacgdo 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 variacdo. Foi utilizado também, o software Excel 2010®
para construcdo dos gréficos apresentados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo introduz os resultados obtidos pelo presente trabalho. De forma légica, os

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

4.1 CONTROLE DE QUALIDADE DO ELUATO: DETERMINACAO DO PH E
AVALIACAO DA ESTERILIDADE

Os valores de pH medidos variaram de 6 a 7, estando de acordo com o preconizado. O
ensaio de esterilidade mostrou auséncia de turvacdo no meio, comprovando que nao houve
crescimento bacteriano ou flngico nas replicatas amostrais estudadas. Dessa forma, as

amostras se mantiveram isentas de contaminacao ao longo dos 14 dias de incubacao.

4.2 ISOLAMENTO E RADIOMARCACAO DAS HEMACIAS COM O *¥"TC

O estudo foi realizado em um total de 10 individuos (n = 10) com idade média de 29 anos
(desvio padrdo = 6 anos), com intervalo de 25 a 42 anos. Como resultado da implementacéo
do protocolo de isolamento celular a partir do sangue periférico total, a metodologia para
obtencéo do isolado eritrocitario por meio do pré-tratamento com cloreto estanoso, seguido de
centrifugagdo mostrou-se eficiente. A porcentagem da atividade total (atividade encontrada no
plasma + atividade encontrada nas hemaécias) e os valores das contagens por minuto (CPM)
das amostras de 0,5 ml de um mesmo voluntatio, em dias alternados, para 0 ensaio com

hemacias radiomarcadas, estdo 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.

Amosira de Tempo  Distancia Triplicata ~ Triplicata Triplicata

0,5ml—dial Qe do 1 9 3 Média DP +
Leitura Detector
Hemécias 300seg 13cm 61675 39716,5 40803,7 47398 1,2x10*
Plasma 300seg 13cm 9866,41 4922,32 7175,62 73215  0,24x10%
% de atividade
Hemacias 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.

Tempo Distancia

0A5mn$|3t—r?j idae2 (_je do Tripllicata Tripl2icata Tripgcata Média DP +
; Leitura Detector
Hemacias 300seg 13cm 178321 278925 233654 230300 5x10%
Plasma 300seg 13cm 31749 54986 53458 46731 1,2x10%
% de atividade
Hemécias 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 estdo dispostos os valores das contagens por minuto e do percentual

de atividade das triplicatas, obtidos no ensaio de marcacdo de hemacias 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.

Tempo Distancia

Amostra_ de de 4o Triplicata  Triplicata Triplicata Média DP +
3ml-dial . 1 2 3
Leitura Detector
Hemécias 300seg  13cm 61067,5 95739  71469,1 76091,8667 1,7x10*
Plasma 300seg 13cm 24455,8 27273 23851,8  25193,53 0,1x10%
% de atividade
Hemacias 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 Tempo  Distancia Replica Replica  Replica .-
. de do Média DP +
3ml-dia2 . 1 2 3
Leitura Detector
Hemacias 300seg  13cm 181372 132296 115865 143177,7  3,4x10*
Plasma 300seg 13cm 16089 5927 3782 8599,3  0,65x10%
% de atividade
Hemacias 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 analises em dias alternados com amostras
coletadas de um mesmo doador, 0 método de radiomarcacio de hemécias com o *™Tc se
mostrou reprodutivel. O teste estatistico T de Student, revelou o valor de p = 0,9621 para as
analises entre os percentuais e p = 0,5518 para as compara¢des entre as contagens de
atividade por minuto, comprovando assim que ndo ha variacao signiticativa entre as amostras
testes.

O percentual de atividade encontrado para ambos 0s volumes, referente a eficiéncia de
marcacao, foi satisfatorio e como esperado, 0 maximo percentual de atividade esteve nas
amostras de 3 ml (94,33%). Como o limite de aceitacdo, segundo a EANM, deve ser superior
a 50%, e para as amostras de 0,5 ml o menor percentual de eficiéncia de marcacdo foi de
83,13%, infere-se que, em termos de otimizacdo metodoldgica, a marcacdo de hemacias na
rotina clinica com este volume é viavel.

Corroborando com os resultados apresentados, de acordo com o IPEN (2019),
experimentalmente, a concentracdo maxima de até 5 ml de sangue periférico total marcado é
suficiente para o radiodiagndstico de pacientes com sangramento gastrointestinal, reafirmando
gue mesmo em amostras de menor volume — como utilizado neste trabalho - a marcacgéo é
eficiente e consideravelmente significativa.

E importante ressaltar, contudo, que testes envolvendo amostras bioldgicas estdo
sujeitas a variagdes, no que diz respeito & obtencdo dos resultados. Dessa forma, condicdes
clinicas ndo evidentes (como hematocrito baixo, disturbios imunologicos e formacdo de
anticorpos na superficie das hemacias), bem como o uso de certos tipos de medicamentos,
como a ciclosporina, interferem negativamente no processo de marcacdo direta das células
vermelhas do sangue. Sendo assim, o histérico clinico do paciente/voluntario é
imprescindivel para melhor compreenséo e/ou esclarecimentos dos resultados obtidos durante
o0 estudo (IAEA, 2015).

Por utilizar inicialmente o volume minimo de sangue total de 0,5 ml, neste estudo
optou-se em utilizar a concentracdo de SnCl, de 1,2 pg/ml, por ser, possivelmente, a menor
concentracdo utilizada capaz de radiomarcar de forma eficiente as células, sem causar dano e
estar de acordo com uso em estudos anteriores de marcacdo ( OLIVEIRA, 2003; SILVA et
al., 2006; FRYDMAN, 2009).
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4.3 AVALIACAO DO PERCENTUAL DE LIGACAO DO *MTC AS PROTEINAS
PLASMATICAS: PRECIPITACAO COM TCA A 5%

O valor médio da porcentagem de ligacéo as fragbes solUveis e insolUveis presentes no

concentrado de hemacias e na suspencdo plasmatica esta disposta na tabela 10.

Tabela 10 — Determinacdo do % de ligagdo do radionuclideo as fragdes sollveis e insollveis das
amostras analisadas.

Concentracdo de sangue (ml) % de ligacdo nas hemacias % de ligacdo no plasma
0,5 Fl=46+11 FI=49+10
FS=51+11 FS=52+10
3 FI=59+4 FI=43+3
FS=41+14 FS=58+3

*FI = Fragdo Insolivel / FS = Fracdo Soldvel
Fonte: a autora (2020),

Como pode ser observado, o percentual de ligacdo do radionuclideo a FlI presente nas
hemacias se elevou expressivamente nas amostras com volume de 3 ml. Contudo, em
simultaneo, pode ser visualizado uma pequena elevacdo da captagdo do **™Tc na FS do
plasma sanguineo para as amostras de mesmo volume. Supde-se que, com 0 aumento do
volume amostral (células sanguineas) houve também elevacdo na concentracdo protéica no
plasma coletado a partir do sangue periférico total. Neste contexto, € preferivel optar pelo
volume de 0,5ml para radiomarcacdo in vitro das hemécias.

Assim como descrito por Oliveira (2003), um fato que explica a ligacdo do **™Tc as
proteinas plasmaticas é a presenca de proteinas responsaveis por executar o transporte de
diversas substancias (como farmacos e radiofarmacos) pela corrente sanguinea, entre elas a de
maior concentracdo é a albumina humana. Para que o transporte ocorra de forma eficiente, é
necessaria que seja estabelecida uma ligacdo quimica (reversivel) entre a proteina e a
substancia a ser transportada. Dessa forma, o tempo de duracédo da ligacao e a forma como ela
acontece afeta indiscutivelmente a quantidade de radionuclideo a ser associado as hemécias.

Sendo assim, é de suma importdncia 0 conhecimento acerca da capacidade de
ligagdo/associagdo de qualquer radiofarmaco a célula-alvo antes do seu uso, uma vez que, esta
informacdo permitird melhor compreensdo acerca de sua biodistribuicdo e do possivel

retardamento da sua chegada até os locais sitio-especificos (MIRANDA, 2019).
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4.4 ESTUDO DA ESTABILIDADE DA BIOMOLECULA HEMACIA-*MTC

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

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

Como pode ser observado, ha diminuicdo gradativa das CPM no concentrado de
hemécias e na captacdo no plasma sanguineo. Em termos de percentual de eficiéncia de
marcacdo (EM), as hemdcias, apresentaram respectivamente 75, 62, 68, 55, 55 e 35% de
captacdo do radionuclideo durante as 5h do estudo. Sendo assim, a biomolécula radiomarcada
- para 0 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 hemacias quanto para o plasma. Contudo, em
termos de percentual, a eficiéncia de marcacdo ndo apresentou reducdo expressiva, Se

mantendo em 94% nas cinco horas do estudo.
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Figura 12 - Estudo de estabilidade para o volume de 3ml.

o 105
8 90 S * * &
8 ¢ v *
s 75
2
o 60
e
8 45 @ Hemécias
(=
@ 30 B Plasma
T 15 = B N
X ] [ |
0 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (horas)

Fonte: a autora (2020).

Uma ressalva é valida para o valor do percentual de eficiéncia de marcacdo nas
hemécias no tempo zero. Para este primeiro momento de medicdo, o valor obtido para o
percentual de atividade do **™Tc ligado as hemécias é de 86%, isto €, minimamente abaixo da
porcentagem das demais medicOes para este estudo, que foram de 94%. Supdem-se que,
houve um equivoco de manipulacdo (pipetagem) ou durante o posicionamento da amostra no
sistema detector do equipamento utilizado. Para as demais contagens, ndo foram observadas
alteracdes.

Um fato a ser mencionado especificamente para a estabilidade com amostras em
concentracdo de 3 ml é a ocorréncia de hemdlise a partir da quinta hora de analise. De acordo
com o IAEA (2015), este evento pode ser explicado pela competicdo ao longo do tempo do
anticoagulante utilizado com os glébulos vermelhos pelos ions estaninos presentes na
suspencdo, a exemplo da heparina de litio e EDTA. Sendo assim, de acordo com o que foi
observado neste trabalho, recomenda-se a utilizacdo da suspensdo Heméacia->*"Tc no periodo
méaximo de 5h ap6s a radiomarcacao.

Como estratégia para driblar a interferéncia dos anticoagulantes utilizados e alcancar
maior eficiéncia de marcacdo em células vermelhas do sangue, Martiano et al. (2016) avaliou
in vitro (com metodologia semelhante a utilizada neste trabalho) a influéncia da radiacédo
ultravioleta em amostras sanguineas coletadas com diferentes tipos de anticoagulantes e
incubadas em um mesmo periodo de tempo. Como resultado, foi percebido que a heparina de

litio em conjunto com a radiacéo ultravioleta, induziram diretamente maior captacéo do ®MTc
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pela cadeia beta das hemoglobinas (Hb) presentes nos eritrocitos, aumentando a interacdo
radionuclideo-célula.

Um exemplo do perfil de leitura da biomolécula (*®™Tc-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 inicio da placa (Rf
= 0), devido a densidade e tamanho da amostra. Em contrapartida, foi observado que o eluato,
isto €, o tecnécio livre percorre todo o papel, apresentando Rf = 0,8. Reafirmando o que foi
encontrado, Descristofaro et al. (2007) descreve que em corridas cromatograficas onde se
utiliza solventes polares como fase mével, 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 sanguineas autologas radiomarcadas com o *™Tc observaram que, ao
diferenciar a fase mdvel da corrida cromatografica, o Rf da biomolécula marcada ndo se
altera, permanecendo retida na origem onde é aplicada em conjunto com o *®"™Tc-hidrolisado
e 0 ®"TcO, percorre liviemente toda a extensio da placa.

Finalmente, na avaliacdo do controle de qualidade da biomolécula marcada, ao teste
de esterilidade em meio de cultura liquido apresentou resultados negativos para o crescimento

microbiano, ndo ocorrendo viragem (turvacdo) do meio.
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5 CONCLUSAO

e Os testes de pH e esterilidade asseguraram a utilizacdo do radionuclideo no
processo de radiomarcacao das hemacias com o tecnécio.

e Foi implementado o protocolo para isolamento para radiomarcacdo de hemécias, a
partir do sangue periférico total.

e O método de radiomarcagio de hemacias com o **™Tc se mostrou reprodutivel,
com percentual de eficiéncia de marcacdo > 74% para os dois volumes de sangue
utilizados, sendo maior no volume de 3 ml (94%).

e A precipitacdo com TCA no periodo de incubacdo de 60 min mostrou captacédo do
radionuclideo mais expressiva nas amostras do plasma.

e 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 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria N°
01/2005. Assim, as amostras de 0,5 e 3 ml apresentaram estabilidade de 4 e 5 h,
respectivamente.

e O teste de esterilidade assegurou que as hemdcias marcadas com *"Tc se
mantiveram isentas de contaminacdo bacteriana durante os 14 dias de incubacéo
em estufa.

e Para melhor compreensdo da dindmica das células radiomarcadas com o *™Tc
seguindo a metodologia apresentada neste trabalho, é fundamental que sejam

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

e Realizar estudos in vivo com as hemécias radiomarcadas em camundongos.
e Radiomarcar in vitro leucécitos mononucleares (PBMC) e neutréfilos com %MTc
e, posteriormente, realizar estudos in vivo em modelos murinicos, com inflamacao

e infeccdo experimentalmente induzidas.
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Apresentagio do Projeto:

O projeto para Dissertacio de Mesirado intitulado "Estudos in vitro de radiomarcacio de oslulas sanguineas
com © tecnecio-28m: aplicacies na medicing nuciear” foi apresentado ao Programa de Pos-Graduacio em
Tecnologias Energéticas e Nucleares da Universidade Federal de Pemambuco, pela estudante Osana Diniz
Ferrreira. sob 3 orientag3o da Profa Mércia Liane de Oliveira. Pesquiza expenmentsl (in vitro), com
delineamento do tipo explicativo/analitico e de cunho quantitativo e transversal. O projeto propoe
estabelecer e aperfeigoar protocolos e procedimentos de radiomarcac3o de populacdes celulares {leucocitos
totais e hemacias) com 28mTe. a fim de, detectar precocaemente sitios infecciosos e ocoméncias de infarto
(cardiopatias) de forma n3o invasiva. Para isolamento e radiomarcag3o, sera seguido o protocolo adaptado
do guia *Celulas autdlogas radiomarcadas: metodos e padronizacdo para uso clinico” da Agéncia
Internacional de Energia Atdmica (IAEA, 2015). Ser3o coletados com seringas ectéreis, 18 mi de sangue
periférico total, de 20 voluntaros sadios (sem sintomatologia ou quadro clinico comprovado de cardiopatia
elou hipertens3o arterial). Realizar ensaios de isolamento {separac3o) e radiomarcacac in vitro das celulas
do pool sanguineo. a partir de amostras do sangue periférico total. a fim de constatar a eficiéncia de
marcag3o. a viabilidade celular amostral & o rendimento total do estudo.Todos os ensaios de sintese e
controle de qualidade da biomolecula 88mTc-celula serdo realizados na Divis3o de Produgio de
Radiofarmacos (DIPRA) em colaboragde com o Laboratdrio de Dosimetria
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Sioclégica. do Centro Regional de Ciéncias Nucleares do Nordeste — CRCN/NE. Aliquotas das amostras do
~adionudiideo serdo doadas pelo Real Hospital Portuguss de Beneficéncia do Recife-PE, com o laudo de
aprovac3o para uso, isto &, com os testes de controle de qualidade intemos ja realizados.

Dbjetivo da Pesquisa:
3. Objetivo Geral

Realizar ensaios de isolamento (separac3o) e radiomarcacdo in vitro das celulas do pool sanguin=o, a
sartir de amostras do sangue periférico total, a fim de constatar a eficiéncia de marcac3o, a viabilidade
selular amostral e o rendimento total do estudo.

5. Objetivos especificos

1. Padronizar a metodologia de separagdc das populagdes celulares do fluido biclégico sanguineo,
adaptando técnicas ja usuais.

2. Implementar a tecnica de radiomarcac3o o=lular com o radiofarmaco 20mTc (tecnecio-89metaestavel) no
Centro Regional de Ciencias Nucleares do Nordeste (CRCN/NE).

3. Estabelecer ensaios de Controle de Qualidade (CQ) a fim de assegurar a qualidade da biomolécula
'90mTe-Calula) formada.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

3. Riscos:

Os voluntarios da pesquisa paniciparac apenas um Gnico periodo, a coleta de sangue. O paricipante pode
sentir algum desconforto durante a retirada de sangue s2 0 mesmo nao for coletado com eficiéncia. como
dor leve e vermelhid3o pos- coleta, para amenizar isto, sera entregue 30 voluntario uma bolsa de gelo a fim
de aliviar a vermelhid3c. Assim, o participante devera apenas esperar que a vermelhidao 2 a dor leve
jesaparecam caso estas venha a surgir. Deve-se enfatizar também que, por envolver arquivamento de
dados. existe o risco de quebra de sigilo dos dados. Para isso, os dados serdo arquivados em computador
je uso pessoal com acesso mediante senha de conhecimento apenas dos pesquisadoras envolvidos na
DESqUISaE.

3. Beneficios:

Por se tratar de uma pesquisa para o estabelecimento e padronizac3o de ensaios primarios, os bensficios
sara os voluntanos desta pesquisa s3o inexistentes ou indiretos, isto &, sua
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participacio apenas contribuird para ampliacdo e aprofundamento do estudo acerca do assunto. Assim. com
a sintese e o controle da qualidade dessa nova metodologia, busca-se otimizar o diagnostico doengas
infecciosas agudas e cardiopatias.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O projeto esta técnica e cientificamente no formato adequado. Todas as etapas foram apresentadas
satisfatoriamente. A metodologia est3 coerente com as exigéncias da Resolugdo 466/12.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

1. Folha de rosto — foi apresentada.

2. Termao de Confidencialidade — foi apresentado.

3. Orgamento — o projeto demanda custos que est3o discriminados no valor total de RS 2.874.00 reais.
4. TCLE — foi apresentado.

5. Curriculos — apresentados.

8. Cartas de Anuéncia — foram apresentadas.

Recomendagbes:
Nenhuma
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
De acordo com as normas da Resolucio 456/12, sugiro gue o projeto seja aprovado.
Consideragoes Finais a critério do CEP:
O Protocolo foi avaliado na reunido do CEP e esta APROVADO para iniciar a coleta de dados. Informamos
que a APROVACAQ DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apds o envio da Notificag3o com o Relatério Final
da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatorio Final para envia-lo via
“Notificagdo”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relatdno Final”, disponivel no
site do CEP/UFPE. Apds apreciagio desse relatorio, o CEP emitird novo Parecer Consubstanciado definitivo
pelo sistemna Flataforma Brasil.
Informameos, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando parceber risco ou dano nao previsto ao voluntano participante (item V.3,
da Resolugio CNS/MS N 468/12).
Eventuais modificagdes nesta pesquisa devem ser solicitadas através de EMENDA 3o projeto,
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identficando a parte do protocolo a ser modificada & suas justficativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, € obrigatorio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica, relatdrios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovag3o (item X.1.3.b.. da Resolugio CNS/MS N° 466/12).

O CEP/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estude (item V.5., da Resolugdo CNS/MS N° 466/12). E papel dola pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocomido (mesmo que tenha sido
em outro centro) & ainda, enviar notificac3o 3 ANVISA — Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, junto com

Seu posicionamento.
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