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O autor pretende com este trabalho, versar determinados aspectos teodricos e
técnicos, da marcacao de células sanguineas com radiotragadores e radiofarmacos. Para o
efeito, este decidiu previamente condicionar a sua apresentagao a oito principais capitulos.
Deste modo, apresenta-se nos dois capitulos iniciais, alguns considerandos gerais para a
introducao do tema, nomeadamente na sintese de radiofarmacos, e ainda em conceitos de
biodistribuicao de radiotracadores e radiofarmacos. Ainda assim, e de seguida, o autor aduz
as principais metodologias de radiomarcagao para os eritrocitos, leucocitos e trombocitos.
Para finalizar, este, decidiu-se pela exposi¢cao dos principais artefactos na radiomarcagao dos
elementos celulares anteriormente citados.

Convém referir, de que alguns dos considerandos expostos, reflectem a experiéncia
inovadora e criativa desenvolvida pelo autor, na area em causa, promovida ao longo de um

tempo superior a uma década, e mais concretamente desde o ano de 1995.
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Preambulo

A Medicina Nuclear é uma especialidade médica que se apoia no estudo e no
desenvolvimento de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, mas que beneficia também da
investigacao realizada em radiofarmacia.

Em medicina nuclear utilizam-se radiotragadores e radiofarmacos para investigagao,
diagnostico ou mesmo para o tratamento de enfermidades. O radiofirmaco contém um
radionuclideo como parte integrante da sua composicao, seja esta organica ou inorganica.
Verifica-se habitualmente, a ligagdo de um componente radioactivo a um composto quimico,
tendo este ultimo a capacidade de formar ligagoes covalentes. Este conjunto apresenta um
tropismo para o 6rgao alvo ou sistema de interesse, relacionados com a biodistribuigao
natural do farmaco.

Os radiofarmacos para diagnostico que utilizados em medicina nuclear sao
administrados geralmente por via endovenosa, numa veia do antebrago, em quantidades da
ordem dos microgramas, nao devendo, no entanto, apresentar a capacidade de iniciar uma
resposta terapéutica, toxicidade ou reacgoes adversas.

A posterior detecgao da radioactividade expressa no organismo, realiza-se através da
colocagao de um detector de radiagao gama (cadmara gama) préxima da regiao anatomica
que se pretende estudar. Os orgaos, podem ser assim visualizados como areas activas,
contra zonas de baixa actividade, de acordo com a maior ou menor captagao do
radiotragador ou radiofarmaco na zona em avaliagao. Gragas a esta capacidade poder-se-a
realizar um estudo anatomo-fisioldgico da area pretendida.

Nos radiofarmacos utilizados em terapéutica, existe a capacidade de localizagao do
radiotragador, no 6rgao ou sistema biologico a tratar, gragas ao tropismo da parte quimica e
farmacéutica do composto, aliado ao efeito destrutivo do radioisotopo incorporado.

Neste trabalho pretende-se apresentar alguns aspectos técnicos da marcacao de
células sanguineas com substancias radioactivas, nao sendo no entanto possivel, o seu total
isolamento de todos os processos concomitantes, € que combinam a preparagao de
radiofarmacos autologos celulares. O uso de radiotragadores e radiofarmacos associados a
elementos celulares do sangue é de grande utilidade no diagnostico precoce em medicina

nuclear.
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Introducao

Capitulo |
Introducao

O gerador de radionuclideos corresponde a um equipamento que contém um
radionuclideo de periodo de desintegragao fisico longo que se transforma, gerando outro,
curto, empregue na preparagao extemporanea de radiofarmacos.

O sistema gerador de radioisotopos, denominado de Molibdénio/Tecnécio
(®Mo/”"Tc), foi desenvolvido com a finalidade de permitir uma utilizacgio do "TcO,
(pertecnetato de sodio) sempre que necessario, em locais afastados da sua produgao.
Existem dois tipos genéricos destes aparelhos, correspondendo uns a sistemas de coluna
seca e outros a sistemas de coluna humida. A diferenca fundamental entre os dois sistemas
prende-se com o facto de, no de coluna humida, existir um reservatério salino
permanentemente em contacto com a coluna de troca ionica.

Geralmente estes dois sistemas especificos de geradores de radioisotopos, sao
constituidos por uma coluna de troca anionica, formando um cilindro de vidro ou de
plastico, contendo éxido de aluminio, onde o Mo esta adsorvido. A coluna cromatogréfica
apresenta a capacidade de reter este ultimo, permitindo que apenas o pertecnetato de sédio
seja eluido. O gerador possui uma determinada espessura de chumbo de maneira a oferecer
uma elevada seguranca radiologica ao técnico manipulador.

A eluicaio do gerador himido consiste na colocagao de um frasco de solugao
isotonica salina (0,9% NaCl), com volumetria variavel (5-20 ml) e de um outro frasco de
vacuo protegido por chumbo de maneira a permitir a recolecgao da solugao isotonica salina

final de pertecnetato de sodio (Legenda ).

Eluente B L i
D _F» = Frasco de eluigdo com vacuo
Coluna cromatografica de vidro T LérT_T L Actividade eluida com o radionuclideo filho
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coluna cromatografica
Actividade do radionuclideo filho

— Protecgéo de chumbo

Filtro

ﬁ:;aflf%m':%aaf\-'if i

Legenda 1: Gerador de Mo/*™Tc de coluna himida.



Introducao

Um radiofirmaco poder-se-a considerar ideal quando cumpridos determinados
requisitos. Este devera ser facil de obter, apresentar baixo custo e o controlo de qualidade
ser ensaiado através de procedimentos simples. Em diagnostico, o radionuclideo utilizado no
processo de radiomarcagao tera que apresentar um periodo de desintegragao curto, mas
com um tempo suficiente de permanéncia no 6rgao alvo de maneira a permitir a realizagao
do estudo.

O radioisotopo empregue no processo de marcagao devera ser preferencialmente
um emissor gama puro, com energias da ordem 100-300 KeV (Kilo Electron Volt), sem a
emissio de particulas alfa () ou beta (), utilizadas estas Gltimas, em terapéutica.

Os radiofarmacos correspondem assim, a preparagoes farmacéuticas utilizadas em
exploragoes diagndsticas e terapéuticas, contendo na sua constituicdo componentes
radioactivos. Estes estao sujeitos a disposigoes que regulam a sua produgao, comercializagao
e utilizagdo, atendendo ora ao seu caracter de medicamento, ora ao de substincia
radioactiva.

As operagoes de fraccionamento, de diluicao e de reconstituicao, devem realizar-se
sempre em boas condigoes higiénicas, devendo as doses preparadas ser etiquetadas, de
maneira a identificar o radiofirmaco, a actividade e o prazo de validade. As condi¢oes de
higiene na preparagao e na manipulagao de radiofirmacos devem ser as mesmas utilizadas na
preparagao de medicamentos injectaveis.

A preparacao de cada radiofarmaco deve realizar-se seguindo escrupulosamente as
instrugoes particulares fornecidas pelo produtor.

Nos radiofirmacos de preparagao extemporanea, deve-se verificar a pureza
radioquimica (nao garantida pelo produtor), apos a preparagao e respectiva incubagao.

A cromatografia € uma técnica simples e rapida usada para determinar a qualidade
dos radiofarmacos preparados. A cromatografia em papel ou em camada fina de silica gel, em
solugao aquosa salina de NaCl 0,9% ¢é usada para testar a presenga de pertecnetato de sodio
livre e de outras impurezas radioquimicas.

Ao contrario das macromoléculas, as células sanguineas apresentam varios
componentes (proteinas membranares, proteinas citoplasmaticas, pequenas moléculas
reactivas e outros organitos celulares) que ligam os ides de pertecnetato de sédio reduzido,
de acordo com a sua abundancia, facilidade de acesso e locais reactivos, resultando assim,
numa distribuicao nao homogénea das varias espécies de pertecnetato de sodio nas células
marcadas. De uma maneira geral, as proteinas citoplasmaticas (hemoglobinas) existentes nos

eritrocitos, ligam preferencialmente, os ides reduzidos de pertecnetato de sodio.



Introducao

As lipoproteinas ligam os complexos lipossollveis e as proteinas do plasma ligam os
ioes estanho e pertecnetato de sodio, retardando a incorporagao celular. Devido a estes
factores, a eficiéncia de marcagao é muito maior no tampao salino do que no acido, sendo
igualmente elevada no meio acido citrato dextrose (ACD).

As plaquetas e os gldbulos brancos sao geralmente marcados com um radiofarmaco
lipossolivel, denominado *"Tc-hexametilpropileno amino oxima (*"Tc-HMPAO), tendo
como utilizagdo principal o diagnostico de processos tromboticos e de infeccao,
respectivamente. Para o efeito, o processo de separagao celular prévia, que inclui a
sedimentagao eritrocitaria, centrifugacao diferencial e a remogao de outros conteudos
celulares sanguineos interferentes. A técnica em causa nao especifica, utilizada na
radiomarcagao destes dois tipos de populagoes sanguineas, € em tudo semelhante, sendo
denominada de Monovette, recorrendo ao processo de radiomarcagao com
hexametilpropileno amino oxima (HMPAO). Aquando deste processo, verifica-se na
estrutura radiomarcada a presenca de duas formas esterioisomericas (d,] e meso) com
assimetria nos carbonos C3 e em C9, em que apenas sera lipofilica a forma d,Il. Durante a
radiomarcagao comprova-se a existéncia de complexos radiomarcados, com formas
primarias lipofilicas, e secundarias hidrofilicas, sendo estas ultimas do tipo reduzido e
hidrolisado, com possibilidade de formagao de complexos finais do tipo coloidal. De referir
ainda, de que existe sempre a formagao de pertecnetato livre, que nao tendo sido reduzido
previamente nao tera sido quelado, ou mesmo proveniente do respectivo processo de
reoxidacio a sua forma original. O *"Tc-HMPAO ¢é utilizado na preparagio radiomarcada
dos leucocitos e de trombécitos, podendo antes da sua incorporagao celular ser auferido da
sua necessaria qualidade radiofarmacéutica. Nesta, poder-se-a realizar uma extracgao com
octanol, verificando-se o seu factor de reparticao para esta fase organica ou mesmo através
de sistemas simples cromatograficos. Os sistemas cromatograficos utilizados tém
necessariamente que ver, com a determinagdo qualitativa e quantitativa, dos varios
componentes radioquimicos, formados aquando do processo de preparagao do
radiofirmaco. Deste modo, poder-se-ao utilizar trés sistemas cromatograficos e
complementares, em que no primeiro (ITLC-SG/Etilmetilcetona), se avalia a presen¢a do
complexo secundario hidrofilico (A), e do tecnécio reduzido e hidrolisado (Cl). O segundo
sistema cromatografico (ITLC-SG/NaCl 0,9%), avalia a presenga de tecnécio livre (B),
enquanto o terceiro sistema cromatografico (Whatman n.°l/Acetonitrilo), aufere da
presenga de tecnécio reduzido e hidrolisado (C2). Aquando da verificagao final, na
determinagdo da pureza radioquimica poder-se-a utilizar uma simples expressio: "Tc-
HMPAO + ”™Tc livre = 100 (%A + %B + %C), em que %A = (%A + %C 1) - %C2, para uma
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Introducao

percentagem final desejada superior a 80%. Ha que referir de que, apesar de todos os
condicionalismos de utilizacdo de uma solucdo isotdnica salina de pertecnetato de sddio,
obtida a partir de um sistema gerador de Molibdénio/Tecnécio, eluido nas uUltima 24 horas, e
ndo mais do que 2 horas de utilizacdo, os resultados finais para a determinac¢do da Pureza
radioquimica, para o radiofarmaco em causa, nunca ultrapassam em muito o resultado
esperado. Sendo assim, o radiofarmaco em causa, devera no entanto, de ser utilizado quase
de imediato, até um prazo limite, nunca ultrapassavel, de 45 minutos, apds a sua preparagao

final.



Sintese de radiofarmacos

Capitulo 2
Sintese de radiofarmacos

A preparacao de radiofirmacos pode ser realizada por diferentes processos. No
entanto, as reacgoes de substituicao do isotopo e as de introdugao de um grupo radioactivo
diferente sao as mais usuais.

| - Reacgbes de substituicdo do is6topo

Este processo nao representa um verdadeiro fendmeno de quelagao. Os atomos sao
substituidos por isétopos do mesmo elemento com diferentes nimeros de massa. A ligagao
Carbono-lodo apresenta maior estabilidade quando ocorre num sistema aromatico (o anel
benzénico de residuos de tirosina é o local preferencial de iodacdo em proteinas). Esta
técnica é geralmente utilizada para preparar compostos radioactivos com aplicagoes in vitro
ou em radiofirmacos com iodeto ou outros isétopos que emitam radiagio . As
propriedades quimicas da molécula inicial sio idénticas as da molécula marcada com o
radionuclideo. Apresentam-se como exemplos os radiofarmacos '*I-triiodotironina e "'l

orto iodo hipurano.

Il - Introducdo de um grupo radioactivo diferente

O radionuclideo é conjugado na molécula a fim de produzir um composto
radioactivo com a distribuicao bioldgica desejada. O elemento ou o grupo radioactivo
introduzido é estranho a molécula. Temos como exemplo a marcagao de um farmaco com
pertecnetato de sodio.

I - Marcacédo com Tecnécio

O gerador de ”Mo/”™Tc é a fonte de obtencio do ”™TcO,. A diferenca de carga
entre os ides Mo e *"Tc permite que sé este Ultimo seja eluido da coluna.

O Tecnécio é um metal de transicao que pertence ao grupo 7-B da Tabela Periddica,
apresentando o numero atomico 43. O estado de oxidagdo de um elemento é uma
propriedade quimica que determina o tipo de composto ou de iao formado. Os metais de
transicao apresentam a capacidade de existir em varios estados de oxidagao, cada um com
distinta configuracao electronica. O Tecnécio pode apresentar estados de oxidagao com
valores compreendidos entre (-1) e (+7). O estado de oxidagao (+7) € o mais estavel, nao
sendo, no entanto, particularmente reactivo. Este pode ser reduzido a estados mais baixos
de oxidagao, gragas a uma reacgao instantanea com estanho (fonte de electroes), nao

requerendo quaisquer outras manipulagoes laboratoriais.



Sintese de radiofarmacos

As moléculas do ligando (oxigénio, azoto, enxofre e cloro) devem conter elementos
capazes de fornecer um par de electroes as orbitais metdlicas vazias, de maneira a formar
uma ligagao coordenada.

O ndmero de ligagoes (ligando-metal) € usualmente quatro ou seis para a maior parte
dos ides metalicos de transicao. Quando estes ides sao dissolvidos em agua existem na
forma hexaquo [M(H,0),]™, onde a formagio de complexos com outros ligandos envolve a
reacgao de substituicao, nas quais as moléculas de agua sao progressivamente substituidas
por ligandos mais fortes.

Este processo tende a ser térmico e cineticamente mais estavel:

M (Hzo)e]n++|- = [M (H,0);L I"+H,0

A distribuicao bioldgica é devida essencialmente as propriedades quimicas do
complexo de coordenagio formado entre o "TcO, e um dador ligando.
A quantidade de *"TcO, que permanece nos tecidos do corpo é extremamente

reduzida, apresentando valores da ordem dos 10°a 10® M.

As reacgoes tipicas deste tipo de marcagao sao as seguintes:

2% (""TcO, + 8H' + 3¢’ *"Tc* + 4H,0)

3 x (Sn** & Sn** + 2e)

l6H" + 27" TcO, + 3Sn*" & 2”"Tc* + 8H,0 + 3Sn*

Podem ser encontrados varios estados de oxidagao para o Tecnécio [(+]) = (+6)].
De seguida a sua forma reduzida pode reagir com os agentes quelantes de maneira a
formar varios radiofirmacos. Para que o radiofarmaco tenha eficacia é essencial que a quase

totalidade de *"TcO, se ligue ao farmaco (superior a 95%).

?"TcO, + Sn* + ligando = *™Tc¢ reduzido + ligando

= ”"Tc ligando-complexo



Sintese de radiofarmacos

O pertecnetato de soédio pode existir em pelo menos trés formas quimicas
diferentes: forma de quelato ou de ligando (captada pelo 6rgao em estudo), forma reduzida
ou hidrolisada e forma de ido " TcO,.

A forma reduzida ou hidrolisada envolve grupos de compostos quimicos, como o
coldide estanhoso formado na presenca de agua, o composto coloidal formado com
hidroxido estanhoso obtido da hidrolise, e o didoxido de Tecnécio insollvel na agua, obtido
como resultado da hidrolise do pertecnetato de sédio reduzido.

O ido ”"TcO, pode estar presente como iio livre ou como produto de reoxidagio.

O Tecnécio nos estados de baixa oxidagao (+3), (+4) e (+5) € instavel, podendo
oxidar-se ou dismutar-se de maneira a preservar o seu estado mais estavel de oxidagao (+7)
e a formar complexos com moléculas de agua. A forma (+4) gera facilmente oOxidos e
hidroxidos de Tecnécio. Como consequéncia, o Tecnécio reduzido devera ser estabilizado
por um ligando capaz de formar complexos estaveis de coordenagao.

Devido a instabilidade do Tecnécio nos estados de oxidagao mais baixos, a marcagao
devera estar livre de produtos secundarios que sao classificados como impurezas.

As impurezas radioquimicas podem competir nas reacgoes quimicas durante o
processo de radiomarcagao. Estas podem surgir por decomposicaio do produto final por
fenomenos de radidlise, pela presenga de agentes oxidantes ou redutores, por trocas de pH
ou de temperatura, pela presenca de solvente e ainda pela exposicao a luz.

As células do sangue podem ser marcadas com pertecnetato de sédio usando
métodos in vitro/vivo. O estanho e o *"TcO, difundem para o seu interior. Aqui, o estanho
permanece reduzido, provavelmente devido a interacgao com grupos intracelulares sulfidrilo.

Nos eritrécitos, a adi¢io de estanho seguido de *"TcO, resulta na reducio e ligagio
intracelular deste dltimo em cerca de 80% a cadeia [3 da globina e de 20% ao grupo heme.

De uma maneira geral, a maior parte dos complexos de Tecnécio sao preparados

pela reducio do ”"TcO, (ac¢io do cloreto de estanho) na presenca de um ligando.

?”"TcO, + redutor + ligando — " Tc-pertecnetato-complexo

Podem ainda utilizar-se outros agentes redutores, tais como os acidos sulfinico e
formidinico. A reac¢ao de redugao engloba a de redugao-substituigao, para a qual o ligando

apresenta propriedades redutoras (tiois, fosfinas e arsinas), incorporando-se na esfera de



Sintese de radiofarmacos

coordenacao do metal. Um caso particular refere-se ao tartarato estanhoso em que o

estanho funciona como agente redutor e o iao tartarato como ligando.

?"Tc-pertecnetato + Sn-tartarato — *" Tc-pertecnetato-complexo

Na via de substituicao € envolvida a formagao prévia de um complexo intermédio de
Tecnécio que possui elevada estabilidade para as reacgoes de oxidagao-redugao, mas nao
para as reacgoes de substituicao. O radiofairmaco de Tecnécio é produzido por simples
substituicao do ligando no substrato intermediario sem troca do estado de oxidagio do
metal, nao existindo qualquer alteragao do nucleo de Tecnécio.

Os ligandos labeis (como o tartarato, o citrato e o glucoheptonato), formam
realmente complexos em que os grupos carboxilato e hidroxilo sio envolvidos. O composto
S-metil, N-metilditiocarbazato (DTC) e o complexo intermedidrio resultante ligam-se numa
reacgao de substituicdo com um ligando apropriado (reacgiao realizada em meio acido, a

ebulicao com fosfina).

?"TcO, + DTC + Sn (DTPA) — [®"TcN],, + ligando —

— ”™TcN-complexo




Biodistribui¢ao

Capitulo 3
Biodistribuicao

| - Conceitos gerais

De uma maneira geral, os complexos de ides metdlicos radioactivos apresentam uma
biodistribuicao semelhante a do sal do iao metalico livre.

Existe uma competi¢ao natural para o metal pelos ligandos naturais (aminoacidos,
peptideos e nucleotideos). Ha proteinas com grande especificidade para a ligagao do metal
(transferrina para o Fe’*; ceruloplasmina para o Cu™).

Por vezes ocorre a possibilidade de substituicao do iao central metalico por metais
endogenos, capazes de formar complexos mais estaveis com o ligando. A existéncia de
condigoes variaveis de pH ou de potencial redox pode também ter um efeito pronunciado no
comportamento do complexo in vivo.

A biodistribuicao do radiofarmaco depende da quantidade administrada. Para baixas
actividades especificas no complexo, pode haver elevadas quantidades do metal nao
radioactivo. A existéncia de uma pequena propor¢ao do complexo dissociado podera
provocar a saturagao dos locais de ligagao do metal nos tecidos.

A biodistribuicao dos radiofarmacos depende, entre outros factores, do seu peso
molecular. Os radiofarmacos com peso molecular inferior a 500 sao excretados por via
renal, e os que apresentam peso molecular situado entre 500-1.000 possuem excregao biliar
preferencial, enquanto que, para aqueles com peso molecular superior a 1.000 sao retidos na
circulagao.

Il - Factores que alteram a biodistribuicao
I - Fisico-Quimicos

Quando se retira a dose do radiofarmaco preparado, dever-se-a evitar a introdugao
de ar atmosférico, o que podera provocar a oxidagio do complexo de Tecnécio. Este
fenomeno geralmente origina o aumento de pertecnetato de sodio livre resultando na sua
captagao pelo estémago, pela tiroide e pelos plexos cordides.

Uma administracao deficiente ou a utilizagao de certos desinfectantes pode provocar
o aparecimento de particulas coloidais, com uma subsequente captagao nos sistemas reticulo

endotelial e hepatico.



Biodistribui¢ao

A reacgao entre as canulas de plastico e o iao estanhoso pode interferir com a
marcagao de eritrocitos in vivo, diminuindo a eficacia de marcagao e subsequentemente a
biodistribuicao dos eritrécitos marcados.

Podem surgir fenomenos de radidlise dos compostos marcados com radionuclideos
de periodo de desintegracao elevado.

2 - Interacccoes toxicolégicas

Muitos medicamentos podem interferir com a normal biodistribuicao dos
radiofarmacos.

As drogas citostaticas deprimem o metabolismo podendo haver o risco de
acumulacdo de radiofarmacos nos rins devido a efeitos toxicos nos tubulos renais. A
cardiotoxicidade induzida por drogas citostaticas (como a adriamicina), resulta na diminuigao
da acumulagio de Télio (**'Tl) no miocardio.

Muitos antibidticos podem afectar a fungao tubular renal, resultando num aumento
da captagio do fosfato marcado com Tecnécio (P"TcO,) e de outros complexos.

A bleomicina e a nitrofurantoina induzem inflamagao pulmonar provocando um
aumento anormal da concentracio de *’Ga-citrato nas areas afectadas.

3 - Carga iénica

As moléculas sem carga apresentam liposolubilidade penetrando nas membranas
celulares. Temos como exemplo os radiofirmacos '''In-oxina e *"Tc-hexametilpropileno
amino oxima. A presenga de constituintes lipofilicos permite a sua localizagao no tecido
muscular, nomeadamente no miocardio (complexos de isonitrilo).

As moléculas carregadas negativamente (carboxilato, sulfeto), co-existindo com
grupos hidrofilicos, facilitam a excregao renal.

A existéncia de anéis aromaticos ou de quelatos (especialmente em mais do que um
plano) facilitam a excregao biliar. Esta podera ainda aumentar, se a molécula contiver
igualmente grupos hidrofilicos muito bem separados dos lipofilicos (complexo do acido

iminodiacético marcado com Tecnécio).

10



Radiomarcacao de eritrécitos

Capitulo 4

Radiomarcacio de eritrocitos

I - Introducio

Os eritrocitos sao marcados frequentemente in vivo pelo método da pré-estanhagao.
Neste tipo de estudo sao administrados 2-4 mg de complexo pirofosfato estanhoso. Depois
de uma espera de 30 minutos, o doente é injectado com 555 MBq (15 mCi) de ”"TcO,.
Durante o periodo de espera, cerca de 30-40% de ides Sn** localizam-se no tecido 4sseo e
40-50% de ides Sn** sio excretados pelos rins. Cerca de 5-8% de Sn** entra no globulo
vermelho, ficando ai retido por um longo periodo de tempo devido a sua ligagio a
hemoglobina. O 9:"mTcO‘{ entra nos eritrocitos por difusao, via canais anionicos, competindo
com o Ca*". Depois da redugio intracelular com os ides Sn*’, os ides reduzidos (Tc = O)’
ligam-se a hemoglobina, preferencialmente a sua cadeia . Neste processo de marcagio
aleatorio, existe um pequeno nimero de pequenas moléculas que sao igualmente marcadas.
Estas pequenas moléculas marcadas com Tecnécio continuam ligadas as células sendo
excretadas por via renal.

Existem diversas drogas (heparina, dextrano, doxorubicina, hidralazina, penicilina,
quinidina e meios de contraste iodados) e proteinas (imunoglobulinas) que podem inibir o
transporte do Sn>* através da membrana do eritrécito, por quelagio.

O principio basico de marcagao dos globulos vermelhos com pertecnetato de sédio
envolve a mistura dos eritrécitos com ides Sn** seguido da adi¢io de " TcO,. O ido Sn**
entra no eritrocito e subsequentemente o iio "TcO, difunde para o seu interior. O Sn**
reduz o Tecnécio (7+) a um estado de oxidagao menor; cerca de 80% deste vai-se ligar a
cadeia 3 da globina e 20% ao heme.

Vérios quelatos de Sn** tém sido propostos dependendo da fonte de estanho. O
estanho pode provir do citrato estanhoso, do gluceptato estanhoso ou do pirofosfato
estanhoso. Estes sao exclusivamente utilizados na marcagao de eritrocitos com pertecnetato
de sodio. A adicao directa de eritrocitos a uma mistura de pertecnetato de sodio nao realiza
sO por si o processo de marcagao.

Existem trés metodologias geralmente utilizadas na marcagao de globulos vermelhos

com ”™TcO,: os métodos in vivo, in vivo modificado e in vitro.
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Il - Métodos de marcacio
I - Método in vivo

No método in vivo, o kit estanhoso (Pirofosfato) é reconstituido com -3 ml de
solugao salina isotonica, sendo administrado ao doente por via endovenosa 10-20 mg/Kg de
ido Sn** (Legenda 2). Depois de uma espera de 20-30 minutos é administrada uma dose de
555 MBq (I5 mCi) de ™ TcO, que se liga de imediato aos eritrocitos. A eficiéncia de
marcacao dos eritrocitos € de 80-90%.

0 O
Il |
HO—P—0—P—= OH

| .
HO OH

Legenda 2: Férmula estrutural do farmaco pirofosfato.

2 - Método in vivo modificado

Este método corresponde a uma modificagio do método in vivo utilizando um
sistema de torneira de trés vias. Uma das aberturas de uma torneira de trés vias ¢ ligada a
uma seringa com 740-1.110 MBq (20-30 mCi) de ”"TcO,, enquanto que, outra das
aberturas se liga a uma seringa heparinizada. Cerca de 20 minutos depois da injecgao do kit
estanhoso, retira-se 3 ml de sangue para uma seringa com pertecnetato de sédio para
incubagao durante 10 minutos, com agitagao suave. As células marcadas sao entao
reinjectadas ao doente. Este método apresenta eficiéncia de marcagao de 95%.

3 - Método in vitro

O meio salino de lavagem e as células sio incubados com 5-50 mg de Sn** fornecido
sob a forma de citrato de estanho ou de pirofosfato estanhoso. O excesso de Sn** nio
incorporado é lavado com uma solugao salina estéril, oxidada de hipoclorito de sédio.
Seguidamente sio adicionados 555 MBq (15 mCi) de ”"TcO, aos eritrécitos e incubados
durante 5 minutos. O *"TcO, nio ligado é removido por centrifugagio. Depois da diluigao
com a solucao salina estéril, as células marcadas com pertecnetato de sédio sao
administradas por via endovenosa. A eficiéncia de marcagao é superior a 95%.

4 - Utilizacdo clinica

Emprega-se frequentemente em imagens de compartimento sanguineo e na detecgao

de locais de hemorragia gastrointestinal.
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Il - Eritrocitos fragilizados pelo calor
I - Utilizacdo clinica

A fragilizagao dos eritrocitos marcados permite a avaliagdo de tecido esplénico
funcionante, nomeadamente em situagoes de baco acessorio e no estudo funcional de
autotransplante apos traumatismo esplénico.

2 - Protocolo de marcacdo

|. Administrar ao doente por via endovenosa, metade do kit estanhoso.

2. Apos cerca de 20 minutos, colher 5-10 ml de sangue em seringa com 100 unidades
de heparina.

3. Introduzir num frasco estéril, com rolha de borracha, aliviando a pressao na
seringa, quando necessario.

4. Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante 5 minutos e retirar o sobrenadante (colocar
agulha de entrada de ar).

5. Aquecer em banho-maria a temperatura estavel de 49-50 °C durante 20 minutos,
com agitagao ocasional.

6. Lavar duas vezes, introduzindo cerca de 10 ml de soro fisioldgico, centrifugando a
2.500 r.p.m. durante 5 minutos e retirando o sobrenadante.

7. Introduzir no frasco cerca de 74 MBq (2 mCi) de pertecnetato de sodio,
misturando bem por inversaio do frasco. Deixar em repouso a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

8. Lavar uma vez com solugao isotonica salina (NaCl 0,9%).

9. Apos retirar o sobrenadante, ressuspender em NaCl 0,9%, perfazendo um volume
de cerca de 8 ml.

10. Administrar por via endovenosa, colhendo imagens a partir dos 30 minutos.

IV - Volume eritrocitario e plasmatico
I - Forma de apresentacdo do Crémio-51

O Croémio-51 (*'Cr) apresenta uma vida média fisica de 17,8 dias. Depois de passar
através da superficie membranar dos eritrocitos, o cromato de sédio é reduzido a forma
trivalente ligando-se as proteinas, preferencialmente as cadeias [-polipeptidicas da

hemoglobina.
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O °'Cr apresenta toxicidade para os eritrocitos provavelmente pela sua acgio
oxidante inibindo a glicolise quando presente numa concentragao de |10 mg/ml de eritrécitos
(bloqueando a actividade da glutationa reductase a uma concentragao superior a 5 mg/ml). O
sangue nao devera ser exposto a mais que 2 mg de *'Cr/ml de eritrécitos.

O Na,CrO, radioactivo é apresentado comercialmente com uma actividade
especifica de 37 MBg/ml (I mCi/ml). Este é geralmente dissolvido em 9 mg/ml NaCl. E
conveniente diluir esta solugao padrao com NaCl 0,9% preparando ampolas de 1.850-3.700

GBq (50-100 uCi) que serao posteriormente esterilizadas por autoclavagem.

2 - Marcacgdo de eritrécitos com Crémio-51

Para marcar eritrocitos eficientemente com °'Cr adiciona-se 1.850-3.700 GBq (50-
100 uCi) de *'Cr-cromato de sédio a 20-30 ml de sangue humano contendo 3 ml de ACD. A
mistura & posteriormente incubada em banho-maria a 37 °C, durante 20 minutos, com
agitacio ocasional. E de seguida arrefecido durante 10 minutos & temperatura ambiente,
adicionando-se 100 mg de acido ascoérbico a fim de reduzir o Cr®" nio ligado a Cr*. As
células sao de seguida lavadas e suspensas em |0 ml de solugao salina para injecgao. A
eficicia de marcacio é cerca de 80-90%. Quando os eritrocitos marcados com °'Cr sio
utilizados para medir a sua sobrevivéncia, a mistura marcada é injectada sem lavagem do
Cr*. Este é excretado na urina durante varias horas. A marcac¢io de eritrécitos com *'Cr é
frequentemente utilizada para medir a massa de glébulos vermelhos e a sua sobrevida.

3 - Utilizacdo clinica

A determinagao do volume eritrocitario é particularmente Util em doentes com
policitémia, especialmente na avaliagao da resposta ao tratamento.

A determinagao do volume plasmatico apresenta aplicagio em estudos de sindromes
mieloproliferativos (poliglobulias).

4 - Protocolo de marcagdo (Volume eritrocitario)

Ha que obter previamente a historia clinica, o peso e a altura do doente.

|. Colher 10 ml de sangue numa seringa com 1,5 ml de ACD.

2. Introduzir a solugao num frasco esterilizado com rolha de borracha.

3. Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante |0 minutos.

4. Retirar o sobrenadante e camada branca quanto possivel (usar agulha 0,9/50 e
outra para entrada de ar).

5. Adicionar 0,5 uCi SICr (NaCrO,)/Kg de peso, num volume minimo de 0,2 ml e
concentragio maxima de 2 mg de *>'Cr/ml de gldbulos vermelhos (agitar continuamente).
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6. Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente, com agitagao ocasional.

7. Retirar cerca de 2 ml dos globulos marcados para novo frasco, sendo estes
utilizados nos passos seguintes.

8. Adicionar aproximadamente |0 ml de NaCl 0,9%, misturar bem e centrifugar a
2.500 r.p.m. durante 5 minutos. Retirar o sobrenadante.

9. Repetir a operagao anterior.

|0. Refazer um volume de aproximadamente 8 ml com soro fisiologico.

| 1. Misturar bem e retirar 5 ml numa seringa calibrada sem bolhas de ar-.

|2. Sem mudar de agulha administrar por via endovenosa.

3. Apds cerca de 30 minutos, colher 6 ml de sangue em seringa de [0 ml
heparinizada, para determinagao do micro-hematocrito e para contagens.

| 4. Preparar um padrao com a suspensao administrada - | em 100 com NaCl 0,9%.

I5. Colher 2 ml de cada amostra para tubo de contagem e hemolizar com uma gota
de hemolizante ou pontada de saponina (agitar levemente nao invertendo o tubo).
Determinar a actividade em contador de pogo durante 10 minutos. |* e 2° vez no pico do
*'Cr. Repetir a contagem se houver variagio superior a 2%.

|6. Contar 2 ml do padrao durante o mesmo tempo, | e 2° vez.

| 7. Realizar contagens de fundo.

| 8. Registar os valores.

O volume eritrocitario pode ser calculado pela seguinte expressao:

Volume eritrécitario = volume sanguineo X hematocrito x 0,92

5 - Protocolo de marcacdo (Volume plasmatico)

Administra-se ao doente por via endovenosa cerca de 1,85-3,7 GBq (50-100 uCi) de
uma suspensio de eritrécitos marcados com *'Cr usando uma aliquota da suspensio como
padrio. E colhida uma amostra de sangue cerca de 15-20 minutos depois da administragio
endovenosa, sendo determinado de seguida o hematocrito. A amostra de plasma, a amostra

de sangue total e o padrao sao contados num contador de pogo [Nal (Tl)].

Volume plasmatico = Cs x Vs / Cp
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Cs = radioactividade (contagens / minuto) medida num padrao de | ml
Vs = volume (ml) do padrao corrigido
Cp = radioactividade (contagens / minuto) medida em | ml de plasma da

fracgao de dose injectada

Volume sanguineo = Volume plasmatico / |- (hematocrito x 0,92)

em que 0,92 corresponde ao factor de correcgao para a oclusao plasmatica nos

glébulos vermelhos e para a diferenga entre o hematocrito venoso e de corpo total.

V - Determinacao da Semi-vida Eritrocitaria
I - Utilizacdo clinica

Pretende-se com esta metodologia averiguar o tempo de destruigao eritrocitario e o
local onde se realiza (geralmente no tecido esplénico). Utiliza-se frequentemente para
estudos de anemia hemolitica.

Nas situagoes de anemia tem interesse saber qual o tempo de semivida eritrocitaria.

Os eritrocitos normais tém uma semi-vida de cerca de 120 dias com uma perda
normal por envelhecimento que ronda os 0,8%.

Este estudo apesar de moroso e obrigar a disponibilidade do doente durante varios
dias tem uma particular importancia clinica pois, mantém-se como o Unico método
disponivel para determinar a semi-vida eritrocitaria.

2 - Protocolo de marcacdo

E administrado ao paciente cerca de 1,85 GBq (50 uCi) de °'Cr-eritrécitos, sendo
realizada colheita de sangue 24 horas depois (considerada como uma amostra de 100%).
Vérias amostras de sangue de 6-10 ml sao entao obtidas cada 48 horas até que a actividade
da dltima amostra seja inferior a amostra considerada como 100%. Uma aliquota de cada
amostra de sangue é tomada e seguidamente hemolizada. Todas as amostras siao contadas
em contador de pogo no mesmo dia para evitar a correcgao do decaimento. As actividades
sao de seguida correlacionadas contra o tempo de administragao, sendo o tempo de

sobrevida eritrocitaria calculado através de uma curva. A gama de valores normais encontra-
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se entre 25-33 dias, com um valor médio de 28 dias. No caso de doentes com anemia
hemolitica o tempo de semi-vida eritrocitaria € muito inferior ao valor considerado normal.
Para a marcagio dos eritrécitos autdlogos com °'Cr utilizam-se os meios técnicos
anteriormente descritos.
Para as contagens das amostras sanguineas utiliza-se um contador de pogo.

3 - Procedimentos

ApOs a realizagao de uma breve historia clinica colhem-se 8,5 ml de sangue para uma
seringa de 10 ml com 1,5 ml de ACD (acido citrato de dextrose).

Marcam-se os eritrocitos autoélogos com *'Cr-cromato de sédio.

Apds a administragdo intravenosa dos eritrocitos autdlogos marcados com °'Cr
fazem-se colheitas de 2 ml de sangue em dias sucessivos. A primeira colheita faz-se | hora
depois (Dia 0) e corresponde a radioactividade basal em circulagao. Seguidamente fazem-se
3 colheitas entre o Dia 2 e o Dia 7 e posteriormente realizam-se duas colheitas por semana
até que a radioactividade atinja 50% da inicial.

As amostras sao armazenadas a 40 °C e deverao ser contadas apenas no final do
estudo, eliminando assim, a necessidade de entrar com o factor de decaimento.

Cada amostra é contada duas vezes repetindo-se o procedimento se a variagao for
superior a 2% e calcula-se a média das duas.

A radioactividade de cada amostra é dividida pelo hematocrito de cada dia para

eliminar a influéncia de variagoes de volume e comparada com a do Dia 0 (Legenda 3):

Amostra do Dia t

X 100

Amostra do Dia 0

(E necessario fazer a correccao da normal eluicio recorrendo a uma tabela de

eluiao).
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Apresenta uma tabela modelo para registo dos resultados:

Dia

Média

Média/Hematocrito
(Ht)
(A)
A/Dia 0x100 (B)

BxFactor de eluicdo

(FE)

Legenda 3: Modelo para registo dos dados obtidos.

Com os valores obtidos constroi-se um grafico em fungao do tempo sendo possivel
obter trés graficos diferentes:
|. Linha recta num grafico aritmético.
A semivida é dada pelo ponto em que a linha ou o seu prolongamento cruza o eixo
das abcissas.
2. Linha recta num grafico semi-logaritmico.
A semivida é dada pelo ponto em que a linha ou o seu prolongamento cruza o eixo
das abcissas multiplicado por 1,44.
3. Nao é possivel obter uma linha recta nem num grafico aritmético nem num grafico
semi-logaritmico.
Este tipo de grafico ocorre quando existe uma “populagao dupla”.
Sendo assim, opta-se pela realizagio de um grafico aritmético e a semi-vida da
populagao total pode ser deduzida aproximadamente desenhando uma tangente a porgao

inicial da curva e correspondera ao ponto em que esta tangente cruza o eixo das abcissas.
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VI — Determinacao dos Locais de Sequestro Eritrocitario
I - Utilizacdo clinica

Perante um quadro de anemia clinicamente diagnosticada com normal produgao
eritrocitaria a nivel medular conclui-se que os eritrocitos estao a ser exageradamente
destruidos.

Os locais de destruicao dos eritrocitos podem ser determinados através da
realizagao de contagens externas em dias sucessivos a nivel do bago, figado e coragao.

Podem verificar-se quatro padroes:

a) Acumulagao excessiva no bago:
- esferocitose hereditaria
- eliptocitose hereditaria
- alguns casos de anemia hemolitica hereditaria
b) Acumulagao excessiva no figado:
- apenas na anemia falciforme em particular em doentes idosos
¢) Acumulagao excessiva quer no figado, quer no bago:
- alguns casos de anemia hemolitica autoimune
d) Auséncia de acumulacao excessiva quer no figado, quer no bago:
- alguns casos de anemias hemoliticas associadas a deficiéncias

enzimaticas como a hemoglobinuria paroxistica nocturna

Os doentes que apresentem o primeiro padrao e em menor grau os que apresentam
o terceiro beneficiardio de esplenectomia. Os restantes por outro lado, apenas terao os
inconvenientes de uma intervengao cirurgica que em nada os beneficiara.

Este estudo apesar de moroso, de dificil realizagio e obrigar a disponibilidade do
doente durante varios dias tem uma particular importancia clinica pois mantém-se como o
Unico método disponivel para determinar os locais de sequestro eritrocitario.

2 -Protocolo de marcacdo

Para a marcagio dos eritrécitos autélogos com °'Cr utilizam-se os meios técnicos
anteriormente descritos.

Para a realizagao das contagens externas utiliza-se um contador externo.
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3 - Procedimentos

ApOs a realizagao de uma breve historia clinica colhem-se 8,5 ml de sangue para uma
seringa de 10 ml com 1,5 ml de ACD (acido citrato de dextrose).

Marcam-se os eritrocitos autélogos com *'Cr-cromato de sédio.

E essencial que as contagens realizadas em dias sucessivos sejam feitas sempre nas
mesmas condigdes, abrangendo exactamente a mesma area, com o doente e o detector
exactamente nas mesmas posigoes. Para isso € conveniente que o doente esteja sempre em
decubito dorsal e que se marque na pele os locais a contar:

a) Coracao - terceiro espago intercostal junto ao bordo esquerdo do esterno.

b) Figado - linha média entre as linhas médio-clavicular axilar anterior direita, 3 a 4
c¢m acima do rebordo costal.

c¢) Bago - local de maxima actividade na primeira avaliagao. (Ha trabalhos que
recomendam que o bago deve ser visualizado através de um estudo com eritrocitos
fragilizados marcados com *"TcO,).

A primeira contagem realiza-se 30 a 60 minutos apds a administragao intravenosa dos
eritrocitos autélogos marcados com *'Cr (Dia 0). Seguidamente realizam-se diariamente e
posteriormente em dias alternados perfazendo um total de pelo menos 8 avaliagoes.

Devem pelo menos obter-se 2.500 contagens por medicao e devem fazer-se sempre
duas que serao repetidas se a diferenca entre elas for superior a 2%.

Depois do Dia 0, as contagens tém que ser corrigidas recorrendo a uma tabela de
decaimento.

A contagem do Dia 0, a nivel cardiaco é tomada como 1000 e todas as outras sio
proporcionalmente normalizadas.

A diminuicao progressiva das contagens a nivel cardiaco sera um paralelo da
diminuicao dos eritrocitos marcados em circulagao e teoricamente as contagens a nivel
hepatico e esplénico devem diminuir também de forma paralela. Tal s6 nao acontece se
houver sequestro eritrocitario nestes orgaos traduzindo-se por excesso de contagens que
sera a diferenga entre as contagens esperadas atendendo a diminui¢ao a nivel cardiaco e
aquelas registadas.

E ainda util calcular um indice Bago/Figado que reflecte a acumulagao relativa dos
eritrocitos. Considera-se o indice do Dia 0, como 1.00 e os restantes sao

proporcionalmente normalizados (Legenda 4).
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Apresenta uma tabela modelo para registo dos resultados.

Dia

Coracio

Figado (F)

C. actuais

C. esperadas

Excesso

Baco (B)

C. actuais

C. esperadas

Excesso

Indice B/F
Actual

Normalizado

Legenda 4: Modelo para registo dos dados obtidos.
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Capitulo 5
Radiomarcacio de leucécitos

| - Introducao

A medicina nuclear apresenta vantagens sobre outras técnicas de diagnodstico por
imagem, como a radiologia convencional, ecografia, tomografia axial computorizada e
ressonincia magnética nuclear. E a Unica que pode indicar um foco infeccioso antes da
formacao do abcesso, sendo util em doentes onde se perderam as referéncias normais por
cirurgia ou por traumatismos.

Existe uma procura continua do radiofarmaco ideal para a marcagao dos leucocitos.
Este deve apresentar ampla disponibilidade, baixo custo e auséncia de respostas
imunoldgicas. Nao deve existir acumulagao significativa no sangue, figado, bago, medula,
tracto gastrointestinal, devendo verificar-se rapida localizagao no local de infeccao ou de
inflamacgao.

Desde 1971 que se utiliza o “Ga-citrato para a localizagio de lesdes inflamatérias.
No entanto, este radiofarmaco nao corresponde ao ideal, pois a sua energia de radiagao nao
€ a mais adequada para a camara gama. Por outro lado, apresenta um tempo prolongado
para a obtengao dos resultados (24, 48 e 72 horas), e eliminagao intestinal, o que dificulta o
estudo da patologia abdominal. Apresenta igualmente falta de especificidade, pois é captado
indiferentemente pelo tecido neoplasico, inflamatoério e infectado e normalmente pelo figado,
baco e medula dssea.

Il - Leucocitos e resposta inflamatéria

O homem adulto apresenta aproximadamente 7.000 glébulos brancos por mm’ de
sangue. Estes compreendem neutréfilos polimorfonucleares (62%), eosindfilos (2,3%) e
basofilos (0,4%). Devido a aparéncia granulada do seu citoplasma sio denominados
frequentemente de granuldcitos. Os restantes leucocitos sao os monocitos (5,3%) e os
linfécitos (30%). Os valores apresentados sao tomados como médios.

A vida média dos leucocitos no sangue circulante esta limitada ao tempo necessario
para o seu transporte desde o local de produgao, na medula éssea ou tecido linféide, até as
zonas do organismo onde sao requeridos. O tempo de vida média dos neutrofilos
polimorfonucleares, uma vez libertados da medula 6ssea, é normalmente de 6-8 horas no
sangue circulante e de 2-3 dias nos tecidos. Quando se produz uma infecgao, este periodo

de tempo encurta-se para umas horas.
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Os monocitos apresentam uma vida média curta no sangue, podendo existir nos
tecidos, como macrofagos, durante meses.

Os linfécitos podem apresentar uma vida média prolongada, chegando alguns a 100-
300 dias e por vezes a anos. Estes sao misturados ciclicamente na corrente sanguinea,
conjuntamente com a linfa, permanecendo ai poucas horas. Entram nos tecidos por
diapedesis, reentrando na linfa, de onde voltam ao sangue.

Sao fundamentalmente os neutrofilos e os mondcitos as células envolvidas na
resposta inflamatoria.

Il - Técnica de separacao

Os leucocitos sao inicialmente separados do sangue total por centrifugagao e por
lavagem com uma solucio isotdnica salina. E adicionada uma solugio salina ou ACD (acido
citrato dextrose) como anticoagulante. O agente sedimentante HES (hidroxietilamida 6%) é
adicionado a fim de promover a sedimentagao dos eritrocitos. Os leucocitos sao separados
por centrifugagao a 200 G e lavados com solugao salina isoténica. Os leucécitos obtidos por
esta técnica estdo parcialmente contaminados com eritrocitos e plaquetas. O nivel da
contaminagao nao devera comprometer significativamente a eficiéncia da marcagao. A
marcagao em solugao salina é preferivel a realizada em plasma, pois o Tecnécio liga a
transferrina mais avidamente do que os leucécitos.

IV - Marcacdo e controlo de qualidade

Em 1986 Peter et al descreveram o uso do hexametilpropileno amino oxima marcado
com Tecnécio (P"Tc-HMPAO) para radiomarcar leucécitos. Este composto foi
originariamente desenvolvido para perfusio regional cerebral. Nas duas formas
esterioisomeras (d, | e meso), existe uma assimetria nos carbonos 3 e 9. A forma d-1 é no
entanto lipofilica, penetrando na membrana celular. Esta, no interior da célula, converte-se
numa substancia hidrofilica (Legenda 5). Esta marcagao requer a separagao prévia dos
leucécitos, pois a fixagdo do radiofarmaco realiza-se de uma forma relativamente
indiscriminada. A cinética dos leucécitos marcados com *"Tc-HMPAO apresenta actividade
predominantemente esplénica com captagao hepatica e medular. Este radiofarmaco constitui
um agente amplamente difundido para localizar infecgoes, proporcionando excelentes

imagens do foco infeccioso.
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Legenda 5: Esterioisomeros do farmaco hexametilpropilenoamino oxima. Ligacdo do radionuclideo ao HMPAO.

O ”™Tc-HMPAO é um complexo neutro lipofilico, semelhante ao '''In-oxina, sendo
utilizado como agente de marcagao para leucocitos. Os leucocitos separados sao suspensos
em plasma e ACD e o radiofirmaco é-lhes adicionado. As células sao incubadas durante 15
minutos a temperatura ambiente, sendo de seguida lavadas com plasma e finalmente
suspensas em plasma, para reinjecgao. A eficiéncia da marcagao geralmente é da ordem dos
50-60%, mantendo-se a integridade celular.

O pertecnetato de sodio utilizado devera cumprir as especificagoes da Farmacopeia
Europeia, contendo uma elevada concentragao radioacuva e procedente de um gerador de
”Mo/”™Tc eluido nas 24 horas anteriores, apresentando menos de 2 horas desde a ultima
eluicao.

Com o processo de marcagao forma-se um complexo muito lipossolivel (complexo
primario) responsavel pelo comportamento deste medicamento, mas instavel, pois vai
alterando espontaneamente a sua estrutura para originar outro complexo nao lipossoluvel
(complexo secundario). O radiofarmaco preparado apresenta um tempo de utilizagao de
cerca de 30 minutos desde o momento da sua preparagao.

No radiofarmaco preparado é indispensavel a determinagao da pureza radioquimica,
na qual ha que distinguir a presenga de Tecnécio nas suas trés formas quimicas diferentes:
complexo secundario, ”"TcO, livre e complexo reduzido hidrolisado. A fracgio de
actividade como complexo primario devera ser superior a 80% da actividade total.

A pureza radioquimica podera ser controlada por varios métodos, tais como a
extraccao com octanol e a filtragdo em coluna de afinidade.

Sao frequentemente recomendados métodos cromatograficos. Sao necessarios trés
sistemas diferentes para identificar as varias espécies radioquimicas. Sendo assim, realizam-se

na rotina laboratorial didria, duas das cromatografias, nomeadamente, em camada fina de
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silica gel com butanona e solugao salina isotonica e uma terceira cromatografia em papel
Whatman n°l, com acetonitrilo a 50%. Por comparagao dos trés meios, calcula-se a fracgao
de radioactividade correspondente a cada espécie radioquimica, extrapolando-se para a
Pureza Radioquimica final.

Pode realizar-se uma extraccao com octanol de uma amostra de radiofarmaco em
que se conhecendo o coeficiente de reparticao de cada impureza radioquimica, se determina
a fracgao correspondente ao complexo primario.

Poder-se-a ainda, realizar a determinagao in vitro através da filtragao de uma aliquota
de radiofirmaco com uma coluna de afinidade (Sep-Pak C18%). Eluindo a coluna com soro
salino fisiologico vai-se extrair a fracgao hidrossoluvel, ficando retida na coluna a fracgao
lipossoluvel correspondente ao complexo primario.

O controlo de qualidade dos leucécitos pode, no entanto, ser realizado in vivo. Deste
modo, procede-se a recuperagao dos leucocitos marcados no sangue, com realizagio de
hemograma em cerca de 0,5 ml da suspensao final. Realiza-se técnica de microscopia em 50
ul com tripan blue.

Pela andlise das imagens anatomo-fisiologicas, devera existir uma marginagao
pulmonar inicial. Porém, se esta persistir as 2 horas, apos a administracao dos leucocitos
radiomarcados, podera indicar fragilidade aumentada, ou mesmo possivel patologia
pulmonar. Devera predominar ainda, aos 30 minutos, uma actividade relativa no organismo,
com a existéncia de tecido esplénico captante, com a visualizagao de pouco tecido hepatico.

I - Utilizacdo clinica

A marcagio de leucécitos com ”"Tc-HMPAO apresenta uma utilizagio clinica
bastante diversificada.

O *"Tc-HMPAO-leucécitos fornece informagio respeitante a presenca, extensio e
actividade da doenca em fase activa inflamatoria intestinal (Colite Ulcerosa e Doenga de
Crohn). Pode ser igualmente util na pesquisa de infecgao abdominal aguda (por exemplo
apendicite aguda, abcesso).

A infecgao de proteses vasculares esta associada a uma elevada mortalidade e
morbilidade. E importante estabelecer o diagnéstico correcto num estado precoce, e iniciar
prontamente um tratamento adequado. Este processo de radiomarcagao (Legenda 6) é um

método sensivel e especifico, permitindo a localizagao e extensao da infecgao.
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Os leucécitos marcados com *"Tc-HMPAO sio bastante utilizados para a detecgio
da infecao em ortopedia. A informagao respeitante a localizagao e a extensao da infecgao

pode ser importante na decisao clinica a tomar.

2 - Protocolo de marcacdo

|. Preparar duas seringas:
A (50 ml)
Anticoagulante: ACD - 6 ml (citrato acido de dextrose)
Sedimentante: HES - 6 ml (hidroxietilamida 6%)
B (10 ml)
Anticoagulante: ACD - [,5 ml
2. Colheita com butterfly de calibre 19
A (volume total - 42 ml)
B (volume total - 10 ml)
3. Separagao A (simultaneamente realizar o passo 4)

a) Deixar sedimentar espontaneamente, durante cerca de 30 minutos,
até obter um sobrenadante rosado, com aproximadamente ‘2 do volume inicial,
colocando a seringa na vertical com o émbolo na base.

b) Transferir o sobrenadante (PRC - plasma rico em células) sem agitar
para tubo esterilizado, utilizando uma butterfly de calibre 9.

c) Centrifugar a 150 G (840 r.p.m. na centrifuga Beckman GPR) durante 5
minutos.

d) Retirar o sobrenadante (PRP - plasma rico em plaquetas) e guardar em
tubo, deixando no fundo o botao de leucocitos.

e) Soltar os leucécitos através de agitagao leve e adicionar 0,6 ml de PLC
(passo 4-b).

f) Centrifugar o PRP.a 3.200 r.p.m. durante |0 minutos.

4. Separagao B

a) Transferir para tubo esterilizado e centrifugar a 2.000 G (3.200 r.p.m.
na centrifuga Beckman, durante 10 minutos).

b) Colher o sobrenadante (PLC - plasma livre de células) numa seringa e
guardar.

5. Marcacao
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a) Do *"Tc-HMPAO utilizar 1.110 MBq (30 mCi). A marcagio do ™Tc-
HMPAO deve utilizar * Tc-pertecnetato eluido hi menos de 2 horas de um
gerador que tenha sido utilizado nas 24 horas anteriores.
b) Adicionar 2,5-3 ml do ™ Tc-HMPAO marcado ao tubo dos leucécitos
misturando bem e deixando a temperatura ambiente durante 10 minutos.
¢) Parar a marcagao, adicionar cerca de 10 ml do sobrenadante obtido no
passo 3-f). Misturar através de agitagao leve, centrifugando a 840 r.p.m. durante 5
minutos.
d) Retirar o sobrenadante deixando no fundo o botio de leucécitos
marcados.
e) Soltar os leucécitos através de agitagao leve e suspendé-los em cerca
de 5 ml de PLC do passo 4-b).
6. Administragao
a) Colher os leucécitos para uma seringa de 10 ml sem utilizar agulha.
b) Contar a actividade e administrar com agulha de calibre 21.
7. Imagens
No pé diabético poderao ser obtidas a partir das 4 horas. Na patologia abdominal

deverao ser obtidas até aos 30 minutos, | hora e 3 horas.

O—
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Legenda 6: Processo de marcagio dos leucécitos com *"Tc-HMPAO.

Esta técnica implica reduzida manipulagao celular, apresenta elevada eficacia de
marcagao, € segura e minimamente invasiva. O radiofarmaco utilizado nao tem acgao
farmacologica, esta associada a uma baixa dose de radiagao absorvida pelo doente, e o
radionuclideo usado no processo de marcagao possui a energia ideal para a obtengao de

imagem.

27



Radiomarcacgio de plaquetas

Capitulo 6
Radiomarcacdo de plaquetas

| - Introducao

A substancia radioactiva utilizada na marcagao de plaquetas nao é especifica para a
marcagao destas células, marcando igualmente outros elementos celulares sanguineos e
mesmo algumas proteinas. Sendo assim, torna-se necessario isolar as plaquetas de outros
componentes antes da sua marcagao.

Existe uma grande variedade de métodos para o isolamento das plaquetas.
Basicamente estes métodos incluem: centrifugagoes sucessivas, a fim de obter o aglomerado
de plaquetas; centrifugacio em presenga de solugoes criando um gradiente de densidade;
estabilizagao de elementos celulares entre um campo centrifugo e um campo centripeto,
com um fluxo liquido permanente; activacao celular por fluorescéncia.

Em termos praticos, as plaquetas sao isoladas do sangue anticoagulado por simples
centrifugagao diferencial. Pretende-se com esta metodologia obter uma elevada
concentragao plaquetar, mantendo a qualidade funcional (em termos de viabilidade, de
cinética celular, de sobrevida e de locais de sequestragao).

A técnica fechada Monovette adaptada a marcagao de plaquetas combina as
necessidades tidas como 6ptimas: o minimo volume de sangue (16 ml), o minimo periodo in
vitro (inferior a 60 minutos) e as condigoes optimas de marcagao (37 °C, 5 minutos). Apesar
de teoricamente mais dispendioso, este sistema apresenta condigoes de esterilidade
suficientes sem a necessidade de custos adicionais, como a existéncia de uma camara de
fluxo laminar e de outros materiais de Unico uso. A introdugao deste sistema torna a técnica
de marcagao acessivel ao uso clinico, mesmo em pequenas unidades de radiofarmacia.

Alguns parametros sao necessarios para evitar as alteragoes plaquetares. O mais
importante diz respeito ao meio de ressuspensao do botao de plaquetas. A fungiao das
plaquetas em situagoes de homeostase requer uma fonte de energia. Alguns autores
apresentam o uso da glicose como substracto da fun¢ao plaquetar e a dependéncia da fungao
plaquetar do glicogénio como fonte de energia. Foram utilizados ao longo do tempo alguns
anticoagulantes, tais como: heparina (pode induzir no entanto a activagao plaquetar com
diminuicao do tempo de semi-vida), citrato (fornece dextrose para a nutrigao celular), EDTA
(o acido etilenodiaminotriacético pode danificar as células) e ACD (solugao com pH de 6,5
com dextrose).

Quando as plaquetas existem sob a forma de aglomerado podem tornar-se activas, a

menos que se preserve o seu estado de lacténcia. Isto pode ser realizado sob determinadas
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maneiras. A mais simples diz respeito a acidificagao do plasma rico em plaquetas (PRP) a um
valor da ordem do pH de 6,2-6,5.

As prostaglandinas, como a PGE | ou a prostaciclina e a PGl 2, actuam por uma
elevagao intracelular de AMP ciclico A adicao de prostaglandinas afecta os parametros de
marcacao e os testes de viabilidade in vitro de maneira favoravel. Estas estabilizam a
membrana plaquetar minimizando os danos artificiais.

O aglomerado de plaquetas pode ser facilmente suspenso num pequeno volume de
tampao ou de plasma. De uma maneira geral, as plaquetas sao melhor preservadas em meios
plasmaticos de maneira a manterem a sua fungao plaquetar normal. As plaquetas marcadas
em plasma apresentam uma fungao in vitro superior, com poucos sinais ultra estruturais de
activagao apresentando uma elevada viabilidade. Contudo, o aumento excessivo do tempo
de incubagao provoca o aumento do dano celular. Foi demonstrada a necessidade de o
tempo de incubagao no tampao ser o menor possivel.

A integridade celular devera ser mantida através de uma manipulagao suave. A
centrifugagao e os procedimentos de lavagem podem provocar danos irreversiveis nas
plaquetas.

A incubagao das plaquetas no meio salino com ACD aumenta a permeabilidade

membranar, permitindo a incorporagao do radiofarmaco.

Il - Processo de marcacdo
I - Obtencdo das plaquetas

As plaquetas sao isoladas por separagao inicial de um plasma rico em plaquetas (PRP),
depois de uma centrifugagao do sangue total a 200 G, a fim de remover os eritrécitos e os
leucécitos, seguido de centrifugagdes do PRP a 1.500 G. Como a heparina promove a
agregacao plaquetar, nao devera ser usada como anticoagulante. Por outro lado, o ACD ¢
adicionado ao sangue na relagao Sangue/ACD de 6/l, mantendo o pH = 6,5, a fim de
prevenir a agregacao plaquetar. A marcagao de plaquetas é preferivel numa suspensao de
plasma misturado com ACD em vez de numa solugao salina, prevenindo a fungao plaquetar.

2 - Avaliacdo da viabilidade plaquetar

Estd demonstrado que as plaquetas, mesmo depois de varias centrifugagoes e da
exposicao ao material radioactivo, se mantém vidveis durante algum tempo, nao se alterando

significativamente no meio plasmatico livre.
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A determinagao da integridade funcional das plaquetas é examinada pela resposta a
agentes agregantes (colagénio, acido araquidonico e epinefrina), pela capacidade de aderir a
superficies estranhas e pela utilizagio da microscopia electrénica. E frequente a avaliagio
sensivel da sua biodistribuicao in vivo.

Os testes realizados in vitro para verificagao da fungao plaquetar, como a agregagao, a
adesao e a migragao, falham na previsao correcta dos danos celulares resultantes do
processo de marcagao. Poder-se-ao excluir da aplicagao clinica de rotina, evitando-se falsos
negativos.

3 - Marcacgdo com "Tc-HMPAO e com '"'In-oxina sulfato

Devido a auséncia de proteinas e de calcio, a incubagao das plaquetas no meio salino
com ACD provoca o aumento da permeabilidade membranar, aumentando por conseguinte
a incorporagao do radiofirmaco, a eficacia de marcagao e a viabilidade celular. A eficacia de
marcagio nio depende da concentracio de ”"Tc-HMPAO adicionada. Nio existe diferenca
significativa entre a forma | e r do farmaco.

O radiofarmaco *"Tc-HMPAO-plaquetas é suficientemente estavel fornecendo boas
imagens da deposicao plaquetar. Contudo, a velocidade relativamente elevada de eluigao (8%
/ hora) do Tecnécio para as plaquetas resulta numa excregao gastrointestinal e renal do
produto marcado, aumentando significativamente a actividade abdominal e pélvica. Este
radiofirmaco como marcador plaquetar apresenta as mesmas desvantagens que o '''In-
sulfato oxina, em que a elevada velocidade de eluicao e o curto periodo de desintegragao do
Tecnécio, nao permite a realizagao de estudos plaquetares de sobrevivéncia.

4 - Influéncia no processo de marcagdo

Existe uma série de factores que pode fazer variar o processo de marcagao, dos quais
se destaca a densidade plaquetaria, o tipo de procedimento, a utilizagao de anticoagulante, o
tempo e a temperatura de incubagiao, a idade do doente, a existéncia de proteinas
plasmaticas (especialmente transferrina), de ides calcio, de lipidos, de colesterol, de
lipoproteinas de baixa densidade, de prostaglandinas e de 6xido nitrico.

A temperatura de incubagao é um factor importante que influencia a eficicia de
marcagao apresentando um valor 6ptimo a 37 °C.

Com o aumento das concentragoes de iao calcio, a eficacia de marcagao diminui em
meio salino-ACD. As concentragoes variaveis de iao cdlcio no plasma podem influenciar a
eficacia de marcagao, dai que alguns autores refiram a utilizagdo de meio salino-ACD e nao

de plasma.
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O colesterol e as lipoproteinas de baixa densidade estio negativamente
correlacionados com a eficiéncia de marcagao. Para quantidades de colesterol da ordem de
251-300 mg/dl, existe uma diminuicao da eficacia de marcagao.

5 - Utilizacéo clinica

As plaquetas humanas representam um importante papel no desenvolvimento da
aterosclerose participando em diferentes mecanismos vasculares, desenvolvimento de lesoes
trombo murais e acgoes bioquimicas de substancias intraplaquetares.

Os trabalhos realizados ja demonstraram a acumulagao de plaquetas no local da lesao
vascular pode ser visualizada pela sua marcagao com Tecnécio. A contribuigao das plaquetas
residentes, marcadas versus plaquetas circulantes nas veias, pode ser avaliada através do uso
de um segundo radiotracador distribuido unicamente no compartimento sanguineo (®"Tc-
eritrocitos).

As imagens cintigraficas obtidas com plaquetas radiomarcadas com Tecnécio podem
igualmente fornecer informagao relativa a eficicia de drogas inibidoras da formagao de
trombos plaquetares (aspirina, dipiridamol, bloqueadores dos canais de calcio), na doenca
artereosclerética e, em particular, na doenga vascular periférica.

As imagens obtidas da acumulagao de plaquetas podem prever a trombogenicidade
em situagoes posteriores a intervengoes cirurgicas.

As plaquetas apresentam um importante papel na detec¢ao de anomalias em proteses
e enxertos. A sua deposicao excessiva pode resultar em trombose aguda, em fenomenos
tromboembdlicos ou promover uma rejeigao tardia do enxerto.

As plaquetas acumulam-se unicamente em trombos activos. A cintigrafia com
plaquetas nao revela unicamente a localizagdo dos trombos, mas fornece igualmente
informacao funcional, nao invasiva, da actividade trombotica das estruturas suspeitas.

A cintigrafia com o radiofarmaco *"Tc-HMPAO-plaquetas é uma alternativa plausivel
aos métodos radioldgicos para demonstrar tromboflebite venosa aguda. O seu uso particular
é importante na avaliagao de doentes que apresentem contraindicagoes relativas a venografia
de contraste.

Existe deposicio do radiofirmaco *"Tc-HMPAO-plaquetas num enxerto renal
sujeito a uma rejei¢ao aguda. A rapida diminuigao da sobrevida plaquetaria durante a rejeicao
aguda sugere o consumo plaquetario como um factor importante.

Poder-se-a utilizar a metodologia da marcagio de plaquetas com '"In-sulfato oxina
(Legenda 7) para a avaliagdio da cinética plaquetar normal (produgio, sobrevida e

degradagao), activagdo plaquetar e seu consumo em patologias caracterizadas por
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fenomenos tromboembolicos, diferenciagao da causa da trombocitopenia (reducao do
débito, mudancgas na distribuicao no 6rgao ou aumento da sequestragao das plaquetas do
sangue), estudo da patogenicidade relacionada com plaquetas em alteragoes vasculares com
anomalias endoteliais. Podera também ter utilidade na verificagao de efeitos terapéuticos de
drogas inibidoras plaquetarias em alteragoes tromboembdlicas ou em trombocitopenia,
detecgao de estados pré-trombodticos, avaliagao dos efeitos dos factores de risco (factores
ambientais, lesao vascular, materiais protésicos, tabaco, intervengoes farmacologicas),
avaliagaio de diferentes técnicas de separagao de células, acondicionamento ou
procedimentos de transfusao de plaquetas.

6 - Protocolos de marcagdo com '"'In-sulfato oxina

Protocolo |
|. Trés tubos tipo Monovette
2. Solugao ACD, 4 ml
0,25 g de citrato de sodio
0,08 g de acido citrico
0,12 g de dextrose
perfazendo o volume de 10 ml com agua destilada, esterilizada a 120° C.
3. Seringas hipodérmicas, duas agulhas tipo butterfly e seis agulhas comuns, com
didmetro internam nao inferior a | mm.
4. Seringas de plastico, uma seringa de 20 ml, duas seringas de | ml com graduagao
em pl e uma seringa de 2 ml.
5. Tampao tyrode, | ml;
Preparagao do tampao tyrode: 50 ml da solugdo I, 20 ml da solucdo 2 e | g de
dextrose sao homogeneamente misturados, perfazendo o volume de | | com agua destilada

para injectaveis (bidestilada). Ajustar o pH a 6,2.

Solugdo |
160 g NaCl

4 g KCI

20 g NaHCO,

| ¢ NaH,PO,

perfazendo o volume de | | com dgua destilada para injectaveis (bidestilada). Ajustar

opHa75comHCIL
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Solugdo 2
0,IM MgCl,.6H,0, 20,3 g

perfazendo o volume de | | com agua destilada para injectaveis (bidestilada).

6. '"'In-oxina sulfato (100-150 uCi, 10 ug sufato oxina/ml).

7. Prostaciclina (500 ng), dissolvida em 100 pl de tampao glicina, antes do seu uso.

Separacao das plaquetas e sua marcacao

|. Retirar (2x8) ml de sangue da veia cubital sem oclusao venosa, em dois tubos tipo
Monovette usando (2x2) ml de ACD como anticoagulante, adicionando (2x250) ng de
prostaciclina como agente antiagregante com seringa de insulina imediatamente a seguir a
recolha da amostra.

2. Depois de retirar a agulha, o tubo tipo Monovette devera ser fechado a fim de se
manter a esterilidade. Deixa-se 10 minutos a temperatura ambiente, aguardando a
sedimentagao dos globulos vermelhos.

3. Seguidamente centrifugam-se os tubos a 150 G/5 min.

4. O PRP é transferido de maneira asséptica para outro tubo estéril tipo Monovette,
usando butterfly.

5. O PRP é de seguida centrifugado a 500 G/10 min.

6. As plaquetas ficam sedimentadas na forma de um botao no fundo do tubo. Retirar
a tampa. O plasma sobrenadante pobre em plaquetas (PPP) é retirado para seringa estéril de
20 ml preservando cuidadosamente o botao de plaquetas no fundo do tubo.

7. O botao de plaquetas existente no fundo do tubo ¢é ressuspendido
cuidadosamente em Iml da solugao tampao preparada (usando seringa de 2 ml), agitando
cuidadosamente o tubo. Seguidamente, adiciona-se 100 pCi de ""In-oxina sulfato com
seringa de insulina.

8. Fechar novamente o tubo e incubar a 37° C, durante 5 minutos em banho-maria.

9. A mistura incubada contendo as plaquetas marcadas é ressuspendida com o PPP.

33



Radiomarcacgio de plaquetas

|0. Reinjectar o doente com a solugao preparada.

Legenda 7: Processo de marcacio das plaquetas com '''In- sulfato oxina.

Dose administrada: até 18 MBq (0.48 mCi)

Colheita de amostra de sangue

|. Preparar um tubo estéril de 20 ml (Tubo A) contendo 3 ml de acido citrato de
dextrose (solugao ).

2. Preparar um tubo estéril de 200 ml (Tubo B) contendo | ml de solugao de citrato
(solugao 2).

3. Numa seringa de 20 ml recolher 26 ml de sangue, dos quais |17 ml sao transferidos

para o tubo A e 9 ml para o tubo B. Homogeneizar os conteudos com leves inversoes.

Preparacido do plasma (pobre em plaquetas) obtidos a partir do ACD (solucao |)

I. Centrifugar o tubo B a 200 G (1.048 rpm) durante |10 minutos.
2. Retirar 5 ml (ou o que for possivel) do plasma sobrenadante e centrifugar a 1.000
G (2.400 rpm) durante 10 minutos.

3. Retirar o plasma sobrenadante e guardar a 37° C até ser necessario.

Isolamento e marcacao de plagquetas

|. Centrifugar o tubo A a 1.048 rpm durante |0 minutos.

2. Remover 5 ml do sobrenadante (plasma rico em plaquetas) e adicionar 5 ml de
tampao Tyrode livre de cdlcio contendo prostaglandina El previamente aquecida a 37° C
(solugao 4).

3. Centrifugar o diluido (plasma rico em plaquetas) a |1.877 rpm durante |10 minutos.

4. Retirar o sobrenadante (plasma tamponado) e guardar a 37° C até necessario.
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5. Com cuidado lavar o botao de plaquetas com tampao tépido e ressuspender em
2.5ml de tampao tépido.

6. Adicionar cerca de 18 MBq (0.48 mCi) em nao mais de 0.5 ml e incubar a 37° C
durante | minuto.

7. Adicionar 7.5 ml de plasma tamponado, homogeneizar com cuidado mediante leves
inversoes e centrifugar a 1.877 rpm durante |0 minutos.

8. Retirar o sobrenadante e desprezar.

9) Ressuspender o botao de plaquetas marcadas no plasma citratado, pobre em

plaquetas e calibrar a actividade.

7 - Protocolo de marcacédo com **"Tc-HMPAO
Protocolo |
Dose administrada: até 200 MBq (5.4 mCi)

Colheita de amostra de sangue

|. Preparar um tubo estéril de 20 ml (Tubo A), contendo 3 ml de acido citrato de
dextrose (solugao ).

2. Preparar um tubo estéril de 200 ml (Tubo B) contendo | ml de solugao de citrato
(solugao 2).

3. Numa seringa de 20 ml recolher 26 ml de sangue, dos quais |17 ml sao transferidos

para o tubo A e 9 ml para o tubo B. Homogeneizar os conteudos com leves inversoes.

Preparaciao do plasma (pobre em plaquetas) obtidos a partir do ACD (solucio |)

|. Centrifugar o tubo B a 200 G (1.048 rpm) durante 10 minutos.
2. Retirar 5 ml (ou o que for possivel) do plasma sobrenadante e centrifugar a 1.000
G (2.400 rpm) durante 10 minutos.

3. Retirar o plasma sobrenadante e guardar a 37° C até ser necessario.

Isolamento e marcacao de plaquetas

|. Centrifugar o tubo A a 1.048 rpm durante |0 minutos.

2. Remover 5 ml do sobrenadante (plasma rico em plaquetas) e adicionar 5 ml de
tampao Tyrode livre de cdlcio, contendo prostaglandina El previamente aquecida a 37° C
(solugao 4).

3. Centrifugar o diluido (plasma rico em plaquetas) a |1.877 rpm durante |10 minutos.

4. Retirar o sobrenadante (plasma tamponado) e guardar a 37° C até necessario.
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5. Adicionar cerca de 500 MBq (13.5 mCi) em nio mais de 0.5 ml de ™ Tc-HMPAO e

incubar a 37° C durante 10 minutos.

6. Adicionar 7.5 ml de plasma tamponado, homogenizar com leves inversoes e
centrifugar a 1.877 rpm durante 10 minutos.

7. Remover o sobrenadante e desprezar.

8. Ressuspender o botao de plaquetas marcadas com plasma citratado, pobre em

plaquetas e calibrar a actividade.

Solucdes utilizadas na radiomarcacao de plaquetas

Solucgao I: Solugao de acido citrato
2.5 g de citrato trissddico dihidratado
1.49 g de acido citrico monohidratado

agua para injectaveis até 100 ml

Solugao 2: Solugao de citrato
3.8 g de citrato trissédico dihidratado

agua para injectaveis até 100 ml

Solugao 3: Tampao Tyrode livre de calcio com prostaglandina E|
(para marcagio com '"' In-sulfato oxina)
8.0 g de cloreto de sodio
0.2 g de cloreto de potassio
1.0 g de bicarbonato de sodio
0.05 g de dihidrogénio de sodio ortofosfato dihidratado
0.4066 g de cloreto de magnésio hexahidratado
25.000 unidades de heparinato de soédio

agua para injectaveis até 1000 ml

Solugio 4: Tampao Tyrode livre de célcio com prostaglandina El
(para marcagio com *"Tc-HMPAO)
8.0 g de cloreto de sodio
0.2 g de cloreto de potassio
1.0 g de bicarbonato de sodio

0.05 g de dihidrogénio de sodio ortofosfato dihidratado
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0.4066 g de cloreto de magnésio hexahidratado

agua para injectaveis até 1000 ml

O pH final devera ser ajustado até 6.5 com acido hidroclérico IM.

Colocar a solugao em aliquotas de 10 ml em frascos estéreis, selados e refrigerar a -
20° C.

Posteriormente colocar 6 pl de Prostina VR no liquido anteriormente congelado em

cada frasco e acondicionar a -20° C, até ser necessario.
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Capitulo 7
Artefactos na marcacao

| - Introducao

Existe uma série de factores que pode alterar a eficicia de marcagao das células
sanguineas com radionuclideos. Ao longo deste capitulo apresentam-se os mais comuns.

No processo de radiomarcagao de eritrocitos com tecnécio, pode advir uma série de
artefactos externos, tais como a existéncia de alteragoes a centrifugacao, remogao do meio
de suporte plasmatico, presengca de metais em quantidades vestigiais, € o didmetro das
agulhas utilizadas. De referir ainda de que a presenga de fonte salina isoténica podera induzir
a formacao de baixo indice de radiomarcagao.

Para a técnica de radiomarcagao de leucécitos, ha que referir o facto de que se
podera auferir da existéncia ou nao de determinados artefactos ao longo do processo de
preparagao autdloga. Deste modo, poder-se-a realizar estudo em 0,5 ml da suspensao final,
em que se analisa a respectiva viabilidade celular, utilizando técnica microscopica,
recorrendo a 50 pl de tripan blue. Ainda assim, podera comprovar-se in vivo, inicialmente da
existéncia de uma marginagao pulmonar inicial, que podera manter-se até as 2 horas em
processos patologicos, havendo igualmente uma visualizagdo da captagao esplénica aos
primeiros 30 minutos ap6s a administragao final. Por outro lado, convém denotar ao longo
do estudo imagiologico, de uma baixa captagao hepatica.

O processo de radiomarcacao de trombocitos apresenta-se com um nivel de
exigéncia, em quase tudo semelhante ao dos leucécitos. No entanto, é fundamental ter
especial atengao as, concentracao celular, qualidade funcional, viabilidade, cinética celular,
tempo de semi-vida, e locais de sequestracio. E desejivel que o botio plaquetirio obtido
nao esteja alterado, e se apresente no estado lactente, com baixa activagao celular. Ainda
por este meio, € desejavel uma elevada fungao e viabilidade in vitro. A avaliagao da viabilidade
plaquetar, podera ser auferida através da resposta a agentes agregantes (colagénio, acido
araquidonico), estudos de adesao a superficie, aliados a avaliagdes em microscopia
electrénica. Por outro lado, os trombocitos obtidos nao sao alterados com a existéncia no
meio celular de plasma livre de células, sendo sempre desejavel que se verifique para um
baixo volume. A presenga do anticoagulante heparina podera induzir activagao plaquetar,
enquanto que a utilizagao de EDTA nao sera de todo aconselhavel, pois podera provocar o
denominado dano celular. Ainda deste modo, ha que usar o anticoagulante ACD, e a pH 6,5,
de modo a facilitar o respectivo aumento da permeabilidade membranar. Convém ainda
referir de que podera verificar-se a utilizagao de tampoes de glucose, e citrato, como
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possiveis fontes de substratos energéticos. A eficiéncia de marcacio de plaquetas com *"Tc-
HMPAQO apresenta uma eficiéncia de marcagao de 50% na presenca de solucao isotonica
salina, e de 40% na presenga de plasma. Ainda assim, neste processo é requerida a auséncia
de proteinas e de Ca”, sendo recomendada a incubacio em solucio isoténica salina, mesmo
na presenca de vestigios de ACD. Por tudo isto, é dado comprovado, de que a eficiéncia de
marcagio in vitro, apresenta baixos indices, na presenca elevada de Ca®, colesterol (25-
300mg/dl) e lipoproteinas de baixa densidade. Para finalizar, devera prestar-se especial
atencao ao facto, de que existem determinado tipo de varaveis in vivo, que poderao
influenciar em definitivo todo processo, tais como: densidade plaquetar, procedimento,
anticoagulante, temperatura de incubagao (37° C), idade do doente, e presenca de proteinas
plasmaticas.

Il - Eritrocitos
I - Presenca de pertecnetato de sédio

A presenca de ”"TcO, livre manifesta-se na imagem imagiolégica através da
visualizagao de tiroide, plexos corodides, estomago, rins e bexiga.

2 - Quantidade de Sn**

As pequenas quantidades de Sn** limitam a sua capacidade redutora, traduzindo-se
numa diminuicio da eficicia de marcagio com posterior aumento da impureza ”"TcO,,
denotando-se actividade especifica baixa, e baixa retengao esplénica.

A existéncia de um aumento das quantidades de Sn®* resulta, por seu lado, na
formacao de impurezas coloidais de Tecnécio, com elevada captagao esplénica, e na
diminuicao da eficacia de marcacgao.

3 - Concentracdo celular

A velocidade e a extensao de marcagao dos eritrocitos com pertecnetato de sédio
sao afectadas pela concentragao celular. A incorporagao de Tecnécio nos eritrocitos esta
directamente relacionada com o hematocrito (ou concentragao de eritrécitos) e nao com o
numero total de células.

A administragio de um grande numero de glébulos vermelhos ou uma baixa
actividade especifica de eritrocitos fragilizados marcados com Tecnécio pode resultar numa

prolongada reten¢ao no compartimento sanguineo e numa diminuigao de fixagao no bago.
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Uma grande quantidade de eritrocitos fragilizados, marcados com Tecnécio pode, em
determinadas situagoes, saturar a capacidade de sequestracao esplénica, de maneira a obter
uma baixa relagao bago/compartimento sanguineo.

4 - Temperatura

A temperatura utilizada para fragilizar os eritrécitos marcados com ™"TcO, ou com
°'Cr para estudos de sequestragdo eritrocitaria é um factor fundamental. Uma baixa
temperatura resulta numa fragilizagao insuficiente dos eritrocitos, com significativa actividade
no compartimento sanguineo. Por outro lado, uma temperatura mais elevada, provoca uma
fragilizacao excessiva dos eritrécitos, originando deficiente captagao esplénica e aumento da
captagao hepatica.

A quantidade de eritrocitos fragilizados marcados com pertecnetato de sodio varia
directamente com a duragao do tempo de aquecimento. Um aquecimento inadequado ou
prolongado resulta numa insuficiente ou excessiva fragilizagao, respectivamente. A duragao
optima de aquecimento ¢é variavel, dependendo do tipo de aparelho, do volume e do meio
utilizado.

A utilizagao de grandes volumes de eritrocitos marcados com pertecnetato de sédio
pode provocar insuficiente fragilizagao para sequestragao esplénica, quando comparada com
os pequenos volumes aquecidos para o mesmo periodo de tempo.

5 - Periodo de estanhacdo

Previamente a marcagio dos eritrocitos com “"TcO, dever-se-a proceder a sua
~ e . ~ 2+ r .
estanhagao através de uma incubagao com Sn™. O tempo oOptimo para este processo de
estanhagdo varia entre 5 e 30 minutos. A velocidade e a extensio da incorporagao de Sn**
sao afectadas negativamente pela concentragio de ACD. Um periodo de estanhagao
insuficiente, antes da radiomarcagao, podera resultar numa diminuicido da pureza
radioquimica.

6 - Periodo de incubacdo

O periodo éptimo de incubagao com o ”"TcO, varia entre 10 e 30 minutos.

O passo limitante na velocidade de radiomarcagao dos eritrocitos esta relacionado
com o transporte dos ides de pertecnetato de sodio através da sua membrana.

A velocidade e a extensao da marcagao de eritrécitos com pertecnetato de sodio
estdo relacionadas com a temperatura, com moderada ou marcada diminuigao a 22° C e 4°

C, respectivamente.
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7 - Presenca de anticoagulante

A marcagao in vitro de eritrocitos com a subsequente reinjecgao requer que a
amostra de sangue seja anticoagulada. Contudo, a presenga de um anticoagulante,
geralmente heparina ou ACD, pode afectar ainda que de modo diferente a marcagao e a
biodistribuicao dos eritrocitos marcados. Por exemplo, usando a técnica in vivolvitro, a
marcagao dos eritrécitos com pertecnetato de sodio na presenca de heparina origina maior
actividade extravascular e maior excregao urinaria do que na presenga de ACD.

Por outro lado, o excesso de anticoagulante ACD pode provocar a sequestragao dos
ides Sn** diminuindo a velocidade e a extensio do processo de estanhacio dos eritrocitos.
Este efeito ocorre igualmente quando se usa EDTA como anticoagulante.

8 - Agentes sequestrantes

Na marcagao de eritrocitos in vitro com pertecnetato de sodio € utilizado o
hipoclorito de sodio para oxidar o excesso de Sn** extracelular, de maneira a obter uma
elevada eficacia de marcagao. Sao obtidas Sptimas eficacias de marcacao com Tecnécio na
auséncia de Sn** extracelular. Utilizam-se agentes quelantes, como o EDTA ou o ACD, para
sequestrar o excesso extracelular de Sn** tornando-o disponivel para o hipoclorito. Dos dois
agentes sequestrantes, o ACD ¢ preferivel ja que o EDTA pode causar lesao nos eritrocitos.
Os eritrocitos lesados tém uma semi-vida encurtada e apresentam acumulagao esplénica.

9 - Presenca de aluminio (AF*)

O AP** pode actuar como agente de aglutinagio eritrocitaria. Estudos realizados in
vitro mostraram que a concentragao critica para este efeito é de aproximadamente 5 mg
AP*/ml a um pH de 4-5. Como as condigdes necessarias para a aglutinagao dos eritrécitos
pelo AP’* nao ocorrem in vivo, a aglutinagao intravascular com a administragio do eluato
contendo AP’ aparece altamente improvavel.

Il - Leucocitos e plaquetas
I - Efeito da concentracdo

A marcagio de leucécitos e de plaquetas com ”"Tc-HMPAO estd dependente do
nimero de células isoladas e da concentragao do radiofairmaco. Uma baixa eficacia de
marcagao pode resultar da utilizagado de um inadequado numero de células ou de uma
inadequada concentragao de radiofarmaco. Convém referir de que se aponta para um

volume minimo de 16 ml.
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Um excesso de plasma pode também interferir em certo grau com a marcagao de
leucocitos. De maneira semelhante, um excesso de ACD e de plasma no meio de marcagao
pode diminuir a marcagao das plaquetas. Uma quantidade excessiva de eritrocitos e de
plaquetas, durante a radiomarcagao de leucocitos, resulta numa radiomarcacao deficiente
destes ultimos.

2 - Periodo de incubacéo

Os tempos de incubagao situados entre 10 a 20 e 30 a 40 minutos sao requeridos
para atingir um maximo de eficicia de marcagdo de leucocitos e de plaquetas,
respectivamente. Ha que evitar o dano celular desnecessario, o que podera ser minimizado
através de um tempo de incubagio correcto. A incubagao a 37° C nao afecta
significativamente a velocidade de marcagio de leucécitos com *"Tc-HMPAO quando
comparada com a realizada a temperatura ambiente. Aquando da realizagao dos
procedimentos de limpeza e purificagio do respectivo extracto celular sanguineo, ha que
proceder a uma manipulagao suave, evitando os movimentos bruscos e rapidos.

3 - Efeito do anticoagulante

Na preparagao de leucocitos e de plaquetas radiomarcados, o ACD é preferido a
heparina como anticoagulante. O ACD diminui a tendéncia de adesao dos neutrofilos ao
plastico dos tubos e das pipetas. Contudo, o excesso de ACD no meio final de marcagao
pode reduzir a eficicia de marcagao.

4 - Efeito de pH

A eficicia méxima de marcagio de leucécitos com *"Tc-HMPAO requer um pH
préoximo da neutralidade.

O pH do meio de suspensao é um factor decisivo na marcagao das plaquetas. Estas,
quando fora do meio plasmatico natural, devem ser mantidas a um pH inferior a 6,5 de
maneira a evitarem a agregagao e a sedimentagao. A sedimentagao dos leucécitos pode
ocorrer durante ou depois do processo de radiomarcagao, resultando numa localizagao
pulmonar.

A existéncia de um pH muito acidico pode resultar numa aglutinagao ou em hemolise

de eritrocitos.
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5 - Factores externos

A remocao do meio plasmatico protector, a centrifugagdo e a exposiao a
quantidades vestigiais de metais durante a preparagao de células radiomarcadas (leucocitos e
plaquetas) pode causar dano celular.

Os leucocitos danificados, podem apresentar localizagao hepatica, esplénica e
pulmonar.

A centrifugacao e a passagem através de pequenas agulhas, durante a preparagao das
plaquetas radiomarcadas, podem também causar agregagao plaquetar ou dano celular. As
plaquetas danificadas apresentam pequena sobrevida in vivo com localizagao hepatica e
esplénica.

Deve ser utilizado material de plastico na preparagao e na manipulagao das plaquetas
radiomarcadas pois estas tendem a aderir ao vidro. O acondicionamento prolongado das
plaquetas marcadas com *"Tc-HMPAO deverd ser evitado pois o radiofirmaco tende a

migrar do interior para o exterior das células, ao longo do tempo.
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Capitulo 8
Discussdo

A marcagao de células sanguineas com radiotragadores e radiofairmacos apresenta
uma utilizagao bastante diversificada em medicina nuclear, permitindo o diagnodstico precoce
de variadas alteragoes fisioldgicas.

A marcacao de eritrécitos com radiotracadores, € no entanto, das técnicas
apresentadas, a mais frequente, seguindo-se de imediato a radiomarcagao de leucécitos.

Pretende-se com este trabalho dar conhecimento de alguns conceitos, metodologias
e artefactos de marcagio de elementos celulares do sangue com radiotracadores e
radiofarmacos, contribuindo assim para a divulgagcdo de uma das areas mais recentes e
prosperas em termos cientificos, no ambito da Farmacia Hospitalar. Ainda por este modo,
pretende-se alertar e incentivar todos aqueles farmacéuticos que, com o espirito mais
agucado e inquieto, pretendam gerir todo o manancial formativo para o tema aqui
apresentado e sistematizado, gragas a esta nova abordagem. Por tudo isto, aqui fica o meu

sério desafio intelectual!
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