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RESUMO

O uso do radionuclideo tecnécio-99m ligado a diversos farmacos € de suma
importancia na medicina nuclear, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e
radiol6gicas. Dentro dos servicos, é necessario um controle de qualidade de marcacgéo
eficaz, confidvel e reprodutivel visando eficicia do procedimento para que ndo exista
concentracdo indesejavel do material radioativo em outros 6rgaos além daqueles de
interesse, devido as falhas da marcacao. Um dos controles empregados nos servicos
de medicina nuclear brasileiros é conhecido como determinagcdo da pureza
radioquimica (DPR), feito pela técnica de cromatografia em papel (coluna ascendente)
e as afericbes das atividades presentes nas amostras sdo feitas no medidor de
atividades conhecido, também, como calibrador de doses. Este equipamento é
eficiente sob o ponto de vista de aferir as atividades das aliquotas de radiofarmacos
administradas aos pacientes, entretanto, para avaliar a DPR s&o utilizadas atividades
da ordem de milionésimo das administradas aos pacientes e, nessa faixa de atividade,
supde-se que 0 equipamento necessita de caracterizacdes e condi¢cdes especificas
para garantir a eficacia deste controle. O método padréo ouro para a afericdo da DPR
utiliza o contador gama tipo poco, entretanto, no Brasil o nimero de servicos de
medicina nuclear com este tipo de equipamento é pequeno. Assim, o trabalho visou
comparar os valores de eficiéncia obtidos nestes dois equipamentos. Na comparacao,
utilizou-se do teste ndo paramétrico de Wilcoxon com valor de significancia (p-value)
de 0,05 e n&o se encontrou diferencas significativas entre as medidas feitas com os
equipamentos. Foram também determinadas as condi¢des confiaveis para a utilizacédo
do calibrador de doses nas faixas de atividade empregas na DPR e as condicdes para
gue a radiacao de fundo (background) do equipamento seja tal que néo interfira na
guantificacéo do teste cromatografico.

Palavras-chave: radiofarmacos; controle de qualidade; cromatografia em papel.



ABSTRACT

The use of Technetium-99m radionuclide isotope combined with various drugs
(labeling) has huge importance in nuclear medicine, due to its physico-chemical and
radiological characteristics. Within the nuclear medicine services, an effective and
reproducible quality control for these radiotracers is required for the security of the
procedure so that there is no concentration undesirable of the radioactive material in
organs other than those of interest due to marking failures. One of the controls
employed in the brazilian nuclear medicine service is known as radiochemical purity
(RP), made by paper chromatography technique (ascending column) and the
measurements of the activities present in the samples are made in the doses calibrator.
This equipment is efficient from the point of view of checking the activities generally
administered to the patients, however, in order to evaluate the RP, activities of the
order of millionth of the ones administered to the patients are used and, in this range,
the equipment needs specific characterizations and conditions to guarantee
effectiveness of this control. The gold standard method for the RP measurement is the
gamma counter, however, in Brazil the number of nuclear medicine services with this
type of equipment is small. Thus, the work aimed at comparing the efficiency values
obtained in these two equipments. In the comparison, the nonparametric test,
Wilcoxon, with significance value (p-value) of 0.05 was used and no significant
differences between the measurements made with the equipment were found. It was
also determined the reliable conditions for the use of the dose calibrator in the activity
ranges used in the RP and the conditions that the equipment background radiation be
useful in order to not interfere in the paper chromatographic test quantification.

Keywords: radiopharmaceuticals; quality control; chromatography, paper.
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1. INTRODUCAO

A medicina nuclear € uma especialidade médica que utiliza métodos
seguros, praticamente indolores, n&o invasivos e de relativo baixo custo para fornecer
informagcBes funcionais de Orgdos e/ou tecidos com o emprego de materiais
radioativos (radiotracadores) que sado administrados, habitualmente, in vivo, por via
venosa, oral, inalatéria ou subcuténea, e apresentam distribuicdo para essas regides
ou tipos celulares especificos (biodistribuicdo), com baixissimo risco de reacbes
alérgicas, uma vez que esses tracadores diagnésticos sdo utilizados abaixo da
guantidade necessaria para haver, de fato, um efeito farmacoldgico. Essa
biodistribuicdo pode ser ditada por caracteristicas do préprio elemento radioativo ou,
em outras vezes, 0 mesmo € ligado a moléculas biologicamente ativas, formando um
radiotracador que possui afinidade por determinados tecidos [1-2].

O radionuclideo mais utilizado e economicamente viavel € o tecnécio-99m
(°*"Tc). Este elemento possui caracteristicas altamente desejaveis, tais como: ser um
emissor de radiagdo gama na faixa de energia ideal para o trabalho das camaras de
cintlacdo e quimicamente versatil por apresentar varios estados de oxidacao,
propiciando a sua ligagdo com inumeras substancias biologicamente ativas e se
concentrando, de fato, no tecido ou 6rgao de interesse [3].

Conforme a resolucéo 63 do dia 18 de dezembro de 2009, da ANVISA [2],
sdo denominados como radiotracadores ou radiofarmacos todas as preparacfes
farmacéuticas com finalidade diagndstica ou terapéutica que, quando prontas para o
uso, contém um ou mais radionuclideos. Compreendem, também, os componentes
nao radioativos para marcacdo, chamados de reagentes liofilizados e os
radionuclideos, incluindo os componentes extraidos dos geradores de radionuclideos.

Para este estudo, foi escolhido o metilenodifosfonato ligado ao tecnécio-
99m, conhecido, na pratica de medicina nuclear, por sua sigla, MDP-°*"Tc. Ele é
usado apenas com finalidade diagnostica para o exame denominado cintilografia
Ossea. Este exame apresenta muitas indicacfes, sendo a mais frequente a
investigacdo de metastases 0sseas de tumores como 0s de mama e prostata. Devido
a capacidade de obter, em uma verificacdo, informacdo sobre todo o esqueleto,
tornou-se uma importante ferramenta de estimativa das possiveis metastases
originadas a partir de tumores primarios [4-5].

O processo geral de ligacdo entre o material radioativo, %°™Tc, com
moléculas biologicamente ativas (“kits liofilizados”), comumente chamado de
“‘marcacao”, consiste na reagdo quimica com um agente redutor que promove a
reducéo do **MTc e favorece a combinacgdo entre os ligantes. Como o oxigénio é um
poderoso agente oxidante, o processo de reducao do tecnécio-99m deve ser realizado
de forma muito controlada evitando a introducdo de ar e, assim, a possibilidade do
oxigénio atmosférico reagir com o agente redutor antes do *™Tc.

Portanto, se o isétopo radioativo (°**™Tc) ndo reagir em sua totalidade e
permanecer ligado quimicamente a molécula biologica podera resultar na presenca
de pertecnetato livre (®®"TcOys). Esse fendmeno acarreta um actimulo indesejavel de
material radioativo em 6rgdos como a tireoide e glandulas salivares contribuindo
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apenas para a exposicdo desnecesséria a radiacdo para esses 0rgaos e diminuindo
a sensibilidade e especificidade do exame.

A eficacia desses exames de medicina nuclear depende da producéo de
uma imagem de boa qualidade, ou seja, reprodutivel, sem artefatos, apresentando
nitidez e visibilidade dos detalhes das estruturas anatdomicas de interesse e, para isso,
€ necessaria a existéncia de um programa de garantia da qualidade abrangendo
testes de aceitacdo de equipamentos, testes de referéncia e testes de rotina, além do
controle de qualidade dos radiotracadores, assegurando a confiabilidade no
diagnostico através destas imagens

Em especifico sobre os controles de qualidade, discussdes em ambito
internacional questionam a importancia e a validade da realizacdo de controles de
qualidades diariamente ja que tanto os geradores de °*"Tc e os reagentes liofilizados
ja foram previamente validados por seus fabricantes, que o0s métodos de
determinacdo da pureza radioquimica ndo séo, de fato, precisos e que tanto
equipamento e suplementos geram um custo elevado aos servicos [4].

Em normativa vigente da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
ANVISA, resolucdo 38 de 4 de junho de 2008, para o funcionamento de servicos de
medicina nuclear in vivo, segue proposto de que estes controles sdo de
responsabilidade do servico e devem seguir as recomendacdes e padrbes propostos
pelos fabricantes dos kits liofilizados e assim garantir que os critérios de qualidade
sejam aceitaveis para que esse radiotracador possa ser administrado ao paciente e
evite, assim, repeticbes do exame, 0 que aumenta a exposicado indesejada do
individuo a radiacéao [6].

Dentro dos controles de qualidade preconizados pelos fabricantes e
farmacopeias, o controle capaz de avaliar a presenca de tecnécio-99m livre (**"TcO4
) na amostra é o chamado controle radioquimico que, em geral, € feito por técnicas de
cromatografia em papel e é também chamado de eficiéncia de marcacao ou pureza
radioquimica.

A cromatografia € um processo de separac¢do dos componentes de uma
mistura em duas fases, uma chamada estacionéria e a outra, movel. O fundamento
desta técnica é dado pela migracao diferencial dos componentes desta mistura que
ocorre devido a diferentes interacdes das fases mdvel e estacionaria. Dentre as
técnicas cromatograficas, existem as mais simples como a cromatografia em camada
delgada (CCD) até mais sofisticadas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), que exigem aparelhagem complexa.

b

As impurezas radioquimicas surgem devido a acdo de mudanca de
temperatura, pH, luz, presenca de oxidantes ou agentes redutores oriundos da reacao
incompleta do agente biolégico com o material radioativo e radidlise. Para a avaliacao
das impurezas, que podem estar presentes no radiotracador, frequentemente se
utiliza o método CCD, por ser uma técnica de baixo custo, de facil manuseio e é
aplicado em servi¢os de medicina nuclear dentro de seus laboratérios de manipulacao
de radioisétopos para verificacdo da eficiéncia de marcacéo [7].
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Nos radiotracadores marcados com o *MTc, além do préprio complexo
agente biolégico e material radioativo, podem ser identificados e quantificados o
P¥MTcO4 e 0 *°*"TcO,. Esta avaliacdo da pureza radioquimica dos radiotracadores é
essencial no processo de garantia de qualidade da imagem [7].

Na determinacdo da pureza radioquimica, parte do processo envolve
semear quantidades de material radioativo nas placas cromatograficas e,
posteriormente, € feita a medicao dessas quantidades (denominadas atividades) no
equipamento medidor de atividade, também chamado de “calibrador de doses” que €,
em sua esséncia, uma camara de ionizagao do tipo po¢o na qual o material radioativo
€ introduzido para medicdo. A atividade do material € obtida em termos das ioniza¢fes
produzidas dentro da camara e a leitura € obtida em multiplos de unidades curie ou
becquerel [8].

Estes equipamentos sao extremamente eficientes sob o ponto de vista de
mensurar as atividades que sdo administradas aos pacientes, entretanto, na técnica
cromatografica séo utilizadas atividades da ordem de milionésimo das administradas
aos pacientes e, para esta faixa, 0 equipamento precisar ser avaliado do ponto de
vista de sua preciséo e linearidade a fim de garantir a eficacia desse controle de

gualidade. Vale ressaltar que, no presente momento, essa é a técnica de
determinacao de eficiéncia de marcacao mais difundida no pais.

O padrdo ouro para mensurar as atividades presentes nas fitas
cromatograficas € o uso de “contador gama tipo po¢o” que consiste de um sistema
gue possibilita a insercdo de amostras em estruturas denominadas poc¢os que abrigam
individualmente um conjunto de cristais de iodeto de sodio dopado com talio, Nal(TI),
acoplado opticamente a uma fotomultiplicadora. Cada poco (unidade de deteccéo)
possui uma blindagem de chumbo para que a influéncia da radiacdo em um poco seja
minima nos poc¢os adjacentes. Assim, a radiagcdo gama presente na amostra, interage
com o cristal gerando fétons de luz (cintilacdo) e estes eventos sao processados e
contabilizados obtendo, assim, as contagens da amostra.

O contador gama tipo poco € amplamente utilizado em estudos in vitro,
como por exemplo, na medida da taxa de filtracdo glomerular com EDTA marcado
com o radionuclideo cromo-51. Entretanto, no Brasil o nimero de servi¢os de medicina
nuclear com este tipo de equipamento é pequeno [9].

Maioli et al. dentro de um estudo de determinacéo da pureza radioquimica
para diversos radiotracadores utilizaram os dois equipamentos comparando entre si
os valores obtidos sugerindo valores de eficiéncia de marcacdo estatisticamente
semelhantes [10].

Considerando as questdes levantadas sobre a necessidade de avaliacao
do calibrador de doses para as faixas de atividades empregadas na determinacéo da
pureza radioguimica e o fato de existirem poucos equipamentos contador gama tipo
poco no pais, 0 objetivo deste estudo foi avaliar se ha possiveis discrepancias entre
os valores de eficiéncias de marcacdo obtidas com os dois equipamentos e se é
possivel determinar as condi¢cdes suficientes e necessarias para uma metodologia
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confiavel para a determinacdo da pureza radioquimica utilizando o medidor de

atividades.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1Principios de medicina nuclear

A medicina nuclear se vale da obtencdo do diagndstico por imagem através
da administracdo de substancias radioativas que, no geral, ao decair, emitem em
maior probabilidade radiacdo gama ou pésitrons. Essas substancias radioativas
podem ser administradas sozinhas ou combinadas com moléculas biologicamente

ativas sendo conhecidos como radiotragadores [1-2].

Boa parte dessa emisséo de radiacao atravessa o 0rgao e/ou tecido sem
sofrer espalhamento ou atenuacédo e sao detectadas em equipamentos conhecidos
como cameras de cintilagdo (gama cameras) que da a origem ao fato desses exames
serem popularmente conhecidos por cintilografias. Esses equipamentos tém a
capacidade de formar uma imagem da distribuicdo do radiotragcador na regido de
interesse, sendo possivel realizar estudos fisiologicos e estruturais, conforme

esquematizado na figura 1.

gama cdmera

IR ERERED

radiagao gama

“ radiotracador

Figura 1. Producéo das imagens em medicina nuclear.
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Atualmente, existem duas classes de equipamentos: SPECT (single photon
emission computed tomography) para deteccdo de radiacdo gama e PET (pdsitron
emission tomography), para deteccdo de radiacdo proveniente da interacdo dos
positrons. As imagens obtidas com a camera SPECT podem ser do tipo
bidimensionais (planas) ou tridimensionais, enquanto que as imagens PET sao
sempre tridimensionais.

A vantagem da medicina nuclear frente a outras modalidades de imagem
tais como ressonancia magnética e tomografia computadorizada se da pela sua
capacidade de obter informacfes fisiol6gicas em relacdo as outras que provém
excelentes informacdes anatdbmicas, porém poucas informacdes funcionais de 6rgaos
e tecidos. Além disso, é possivel gerar imagens de alta qualidade em medicina nuclear
com quantidades minimas do radiotracador (entre nano a picomols por quilograma de
massa) que sdo de mil a um milhdo de vezes menor do requerido para um efeito
farmacoldgico (por isso, o termo traco ou radiotragador) [11-13].

Dependendo da regido de interesse, 0 acumulo da radiacao sera maior ou
menor sendo sua eliminagcdo associada tanto ao tipo de radionuclideo e,
consequentemente, ao tempo de meia vida fisica, quanto a eliminacéo biologica (meia
vida biolégica). A atividade segura a ser administrada nos exames € estabelecida
através de critérios internacionais respeitando o principio de radioprotecéo conhecido
como ALARA (as low as reasonably achievable) [14].

2.2 0 radionuclideo tecnécio-99m na medicina nuclear

Selecionar um radiotracador para a pratica medicina nuclear envolve levar
em consideracao varios parametros, visto que este material deve ter afinidade pelo
orgao de interesse, ter uma eliminacdo do organismo considerada rapida e ser capaz
de emitir radiacdo gama ou paositron [3,5].

A biodistribuicdo desses tracadores leva em conta variaveis como o tempo
em que o insumo é extraido do tecido, a ligacdo a receptores celulares, a difusédo ou
transporte celular, o0 metabolismo e o tempo de eliminacdo (washout). Assim, para
cada tipo de molécula biologicamente ativa, havera um comportamento do material no
organismo e isso leva as diferentes formas em se adquirir as imagens dos estudos
para a visualizacao funcional da regido de interesse.

Preferencialmente, o radionuclideo deve ser emissor gama ou pasitron
puro, monoenergético e com faixa de energia entre 80 a 500 keV (ou para fétons de
aniquilacdo, 511 keV). Essas emissfes sao capazes de penetrar o tecido e serem
detectadas nos equipamentos de medicina nuclear para formacdo da imagem. As
emissodes alfa e beta nesse sentido sdo indesejaveis, pois contribuem apenas para o
acumulo dessa radiacdo nos tecidos ja que possuem baixa penetrabilidade.

Além dessas caracteristicas citadas, o radionuclideo deve ser um elemento
de facil aquisicdo e economicamente viavel. Dentre os disponiveis, destaca-se 0
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tecnécio-99m (*°™Tc), em funcdo das suas seguintes caracteristicas fisico-quimicas
[15]:

— Possui meia-vida fisica de 6,01 horas, suficiente para execuc¢ao do exame;

— E emissor gama cuja energia de emissdo de maior probabilidade € 140 keV
(98,6%);

— E quimicamente versatil por apresentar varios estados de oxidac&o,
propiciando a sua ligagdo com iniUmeras substancias biologicamente ativas
e se concentrando, de fato, no tecido ou 6rgao de interesse.

A possibilidade da producéo do **™Tc nos servigos de medicina nuclear s
foi possivel na década de 50 quando foi desenvolvida a tecnologia dos geradores de
99Mo/99mTc pelo Brookhaven National Laboratory [16-18]. Um gerador de
radionuclideos consiste de um dispositivo contendo radionuclideos denominado pai
(®**Mo) e filho (°**™Tc) que permite a separacdo e extracdo do ntcleo filho do pai. O
radionuclideo filho & continuamente produzido pelo pai pelo processo de decaimento
nuclear e pode ser extraido do aparato continuamente. A exemplo, segue na figura 2,
o esquema do gerador de **Mo/*°™Tc:

Blindagem
de chumbo
Frasco com
vacuo 30 mi

Mo

ligado &

alumina
da
COWUNA
de troca
onica
«— Blindagem
de chumbo

oon .

T Fitro

Figura 2. Esquema Gerador *Mo/*°"Tc¢ [19].

O molibdénio-99 (radionuclideo pai), na forma quimica de molibdato de
sédio, esta fortemente adsorvido a uma coluna de aluminio (Al203). Apds decair, este
se transforma em pertecnetato (**"TcO4) que esta fracamente ligado a coluna. Para
a extracdo do radionuclideo filho (**™Tc), o sistema disp&e de um tubo conector ligado
a alumina onde em uma das pontas € conectado um frasco com uma solucéo eluente
de NaCl 0,9% (salina) e na outra um frasco a vacuo.

7 7

Quando a salina é injetada, o radionuclideo filho é arrastado devido a
diferenca de presséo, ocorrendo a separacdo do molibdénio. O *MTc é eluido na
forma quimica de pertecnetato de sédio (Na®*™Tc04) em concentracdo radioativa
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elevada. Todo o gerador encontra-se blindado, diminuindo a exposi¢cao do operador
as radiacoes ionizantes. Por ter finalidades clinicas, a solugéo eluida deve ser estéril
e apirégena. As caracteristicas fisico-quimicas do gerador de **Mo/?°*™Tc encontram-
se na tabela 1 abaixo:

Tabela 1. Caracteristicas do gerador de **Mo/**"Tc [20].

Elemento  \odo de Meiawvida pModo de  Método de Elemento Meia-vida  \odo de Energia  prgduto do

Pai producéo (h) decaimento separacao Filho (h) decaimento  (keV) decaimento
BMo Fiss&o 65,92 B ALOg; oome 6,01  Imansicdo 140 (3996) 9o¢
. isomerica
Extragéo por
solvente;
Sublimagéo.

2.30 processo de marcagéo com o ¥™Tc

De uma forma geral, os processos que envolvem a combinacéo entre o
material radioativo, ®®"Tc, e as moléculas biologicamente ativas sdo comumente
conhecidos como marcacéo. Isto, na pratica, ocorre com a simples reconstituicao de
conjuntos reativos liofilizados com o pertecnetato eluido do gerador de *°*Mo/*®"Tc
[15,21]. O principio da reacdo quimica desta marcagcao consiste na presenca de um
agente redutor — como o cloreto estanoso (SnCl,) — que, ao se oxidar do ion Sn?* para
Sn**, promove a redugdo do pertecnetato que pode assumir varios estados de
oxidacdo. A reacdo quimica geral encontra-se na figura 3, abaixo:

99mey 1T - I+ .

("Te O4) + Sn + Farmaco
u

Hm.

n+ 4+
Ic -Farmaco + Sn + H,O

[n+ = estado de oxidacdo (1 a 6)]

Figura 3. Esquema geral da reacéo de oxi-reducao para obtencéo dos radiotracadores
com °MTc [21].

Com essas marcacdes, ou seja, com a unido entre o **"Tc e a molécula
biologicamente ativa (farmaco), é possivel observar e avaliar a distribuicdo do
radiofarmaco (ou radiotragador) nas imagens obtidas nas cameras de cintilacéo.
Dessa forma, é possivel estudar o estado funcional de diversos 6rgaos e tecidos, tais
como ceérebro, coracéo, estbmago, rins, figado, tecido 6sseo, entre outros [22].
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2.4 Controle de qualidade das marcacoes

Como oxigénio é um poderoso agente oxidante, a reacdo de oxi-reducéo
do pertecnetato, **"Tc, com o cloreto estanoso deve ocorrer de forma muito
cuidadosa, evitando-se a introducao de ar na marcacao e, portanto, a possibilidade
do oxigénio atmosférico reagir com o cloreto estanoso antes da reacéo deste com o
®mTc [6].

Caso isto ocorra, surge na marcacado a presenca de contaminantes, ou
seja, produtos da reacdo que sdo indesejaveis, pois nao contribuem no diagndstico
do 6rgédo de interesse, aumentam a dosimetria em érgdos de nao interesse tais como
tireoide e estbmago e, em alguns casos, torna-se necessario refazer o exame com
uma nova marcacao [23]. Na figura 4, segue exemplo de como esses problemas com
a marcacao inferem na imagem:

Figura 4. A esquerda: exame de cintilografia 6ssea com observacéo das estruturas
desejadas. A direita exame de cintilografia éssea com problemas de
marcacdo, destacando-se 6rgdos como tireoide e estdmago (imagens
meramente ilustrativas cedidas pelo Servico de Medicina Nuclear do
Hospital de Clinicas da Unicamp).

Sendo impossivel evitar a entrada absoluta de ar no momento da
marcacao, € necessario estabelecer critérios de aceite para o uso deste material nos
exames de medicina nuclear. Determinados critérios ou controles de qualidade tais
como pH da solucéo, esterilidade e a apirogenia da solucédo e dos liofilizados é de
responsabilidade do fabricante dos insumos. Porém, os controles que envolvem aferir
os critérios da marcacéo sao de responsabilidade dos servicos que devem seguir as
recomendacdes de seus respectivos fabricantes, conforme regulamenta a resolucéo
38, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria datada de 4 de junho de 2008.

Dentre os controles de qualidade para os radiotracadores com °°"MTg,
destacam-se:

— Pureza radionuclidica: presenca de Mo na amostra:
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Durante o processo de eluicdo do *™Tc pode ocorrer a contaminacéo da
solucéo eluida por *®Mo, uma vez que este radionuclideo pode desprender-se em
pequenas quantidades da coluna de aluminio. Como o *®Mo é um emissor (-,
acompanhado de radiacdo gama de 740keV e possui uma meia vida de 65,92h sua
presenca no radiotracador acarretara um aumento da dose absorvida pelo paciente.
Por estes motivos, a Nuclear Regulatory Commission (NRC) e US Pharmacopeia
(USP) estabeleceram o valor de 0,15kBg de 99Mo/ 1 MBq de %*™Tc, como limite de
aceite da atividade de %*Mo presente em uma solugéo de ®™Tc [15].

— Pureza Quimica: presenca de alumina na amostra:

A impureza quimica consiste na presenca de formas quimicas indesejaveis,
ndo radioativas, como a presenca do aluminio oriundo da coluna cromatografica do
gerador. O excesso de aluminio na solucdo eluida de pertecnetato de sddio torna o
9¥MTc insoltvel, formando contaminantes que interferem nas reagdes de marcacgao
dos liofilizados, sendo a presenca destes inaceitaveis para valores de concentracao
superiores a 10 pg AI**/mL de solucédo conforme a NRC [24].

— Pureza radioquimica ou eficiéncia de marcagao:

Dentre estes controles estabelecidos em farmacopeias internacionais para
os radiotracadores, o controle capaz de avaliar a presenca dos contaminantes na
marcacdo é conhecido como pureza radioquimica ou eficiéncia de marcacéo. Entre
0s possiveis contaminantes, destaca-se o pertecnetato (**"TcOs) e o Oxido de
tecnécio (**TcOy).

2.5Determinacao da eficiéncia de marcacao em servicos de medicina nuclear.

Para a determinacgdo da pureza radioquimica das marcacdes com %°"Tc, a
técnica mais difundida nos servicos de medicina nuclear no Brasil se baseia ho método
de cromatografia de camada delgada (CCD) [25].

O uso do termo cromatografia foi utilizado pela primeira vez em 1906,
atribuida ao botanico russo que o utilizou ao descrever a separacdo dos componentes
do extrato de folhas sendo, portanto, a cromatografia, um método fisico-quimico de
separacao o qual se fundamenta na migracdo diferencial que ocorre numa mistura
entre duas fases imisciveis chamadas de fase estacionaria e fase moével [26].

A diferentes formas de utilizar a técnica cromatografica para separacao de
misturas podem ser subdivididas de acordo com os seguintes critérios: forma fisica do
sistema cromatografico, tipo de fase moével empregada, tipo de fase estacionaria
empregada e modo de separacgao, conforme detalhado a seguir:

e Sistema cromatografico utilizado: a forma fisica do sistema de separacéo
sendo subdividido em cromatografia em coluna ou planar;

e Fase movel utilizada: liquida, gasosa ou supercritica (vapor pressurizado
acima da temperatura critica);

e [Fase estacionaria utilizada: solidas, liquidas e quimicamente ligadas;
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e Modo de separacdo: adsorgcdo, particdo, troca ibnica exclusdo ou
misturas desses mecanismos.

Esquematicamente, pode-se observar os diferentes tipos de cromatografia
na figura 5:

Cromatografia

Planar Coluna

| | I I I I
Centrifuga CCD CP Liquida CSC Gasosa

(Chromatotron) | |

Classica CLAE CG CGAR

Figura 5. Representacédo esquematica dos diferentes tipos de cromatografia.

A CCD, € umatécnica de adsorcao liquido-solido e € amplamente difundida
nos servicos por ser considerada de baixo custo, facil manuseio e boa
reprodutibilidade. Nesse caso, a separacdo se da pela diferenca da afinidade dos
componentes de uma mistura pela fase estacionaria.

O parametro mais importante a ser considerado na técnica € o fator de
retencdo, Rf, o qual define a razdo entre a quantidade que ascendeu em relacdo a
guantidade total (ascendeu + permaneceu), conforme mostrado na figura 6. Em
medicina nuclear, Rf define a eficiéncia de marcacéo.

.................. «Linha de chegada

da fase maovel
O @
Ry = ==
Om - d|~n
d Sy
l ¥ Ponto de aplicacao
P I ' YRR da amostra

. Nivel maximo
de fase mével

Figura 6. Esquema da técnica de cromatografia obtido por CCD.
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Assim, conforme a figura 7, no ponto de aplicagdo, sdo semeadas
quantidades do radiotracador proveniente da marcacdo em placas cromatograficas
(figura 7.A). ApOs esta aplicagdo, a mesma deve ser introduzida numa cuba contendo
a fase movel (figura 7.B). A escolha da fase movel, que é geralmente constituida por
um ou mais solventes, ndo é simples e deve seguir as recomendacdes dos fabricantes
para cada tipo de radiotracador. A placa é deixada na cuba, onde o solvente ascende
por capilaridade e arrasta os componentes menos adsorvidos na fase estacionéaria,
que no caso, trata-se da propria placa cromatogréfica (figura 7.C):

.,
S |
-
L ]
)% ~_|
. v A B * - i
¥

Figura 7.A. Fase estacionaria e ponto de aplicacdo. Figura 7.B. Cuba cromatogréfica
e aparato da cromatografia de camada delgada. Figura 7.C. Placa
cromatografica apds a separacdo dos componentes da marcacao.

Como a marcacdo € incolor, torna-se necessario um processo de revelagao
para o calculo do fator de retencdo, de forma que, primeiramente, € necessario
separar a regido que contém a fase moével que foi arrastada da fase estacionaria,
sendo, portanto, uma técnica destrutiva, conforme mostrado na figura 8.
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Aplicagdo do Material Migragio do Revelagdo ou
Radioativo na Placa Material nas Fases Quantificagio

Cromatografica
% pertecnetato :@:: ﬁ

solvente =
F-#-- marcacdo

Cortar e

l_l medir
S\
-
% marcacéo

ponto de
aplicacdo

solvente

8- éxido de tecnécio L g

< 5 min 5 -10 min

Figura 8. Procedimento do teste de pureza radioquimica na técnica [15].

De modo geral, para se avaliar os contaminantes na amostra, as
guantidades semeadas sdo mensuradas em equipamentos detectores de radiacao,
tais como calibradores de doses e contadores gama tipo poco e assim € determinada
a pureza radioquimica da marcacao, efetuando-se o seguinte calculo percentual:

— tidade de 99mTcOy,
%99mTCO4 — quanll ade de 99m 'c 2 (1)
quantidade total aplicada
tidade de 99mTc02
%99mTcO2 = quan'l ade de 99m 'c (2)
quantidade total aplicada
Eficiéncia (%) = 100 - (% ®°"TcO4 + % °"TcOy) (3)

A marcacdo €, em geral, considerada adequada para uso quando sua
eficiéncia de marcacéo for acima de 90% [7].

2.6 Equipamentos de medicao de radiacdo: calibrador de doses
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O calibrador € um equipamento que consiste em uma camara de ionizagao
tipo po¢co com um sistema eletronico acoplado, um suporte para fontes e uma fonte
de tens&o conforme esquematizado na figura 9.

O material radioativo € introduzido no interior do po¢o com o auxilio do
suporte para fontes e a radiacdo proveniente da fonte interage com o gas do detector
gerando pares i6nicos. A atividade da fonte, ou seja, o niUmero de desintegracdes por
tempo é quantificada em fungéo da corrente gerada pela ionizacdo desse gas, ja que
0 numero de pares de ions produzidos no tempo é proporcional a atividade da fonte

[8].

A alta tensado aplicada entre os eletrodos faz com que os elétrons sejam
coletados e geram uma corrente da ordem de 10°a 10® A que sera amplificada no
eletrdmetro e mostrada no display em unidades de atividade (MBg ou mCi). Como o
sinal produzido na saida do eletrometro depende da energia do radionuclideo a ser
medido, os calibradores possuem um potenciémetro que permite ajustar o ganho do
eletrédmetro para cada radionuclideo de interesse, mantendo a proporcao correta entre
energia do radionuclideo, numero de ioniza¢des geradas no gas e atividade da fonte.

" ¥ e -
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Q § elceitrrcaurir:ztm display
\ ]
§ ) § S el deo
N
e

Figura 9. Esquema geral calibrador de doses [29].

Ao redor da camara de ionizacdo had uma blindagem de chumbo cuja
finalidade é reduzir a influéncia da radiacéo de fundo, ou background no equipamento.
As quantidades de radiac&o das placas cromatogréaficas possuem atividades na ordem
de micronésimos de Curie, o que significa leitura 1000 vezes menor que a faixa 6tima
gue estes dispositivos sdo calibrados. Por ser um equipamento obrigatorio nos
servicos de medicina nuclear, conforme especificado a normativa nacional elaborada
pela Comissdo Nacional de Energia Nuclear, CNEN resolucdo 159/13 NN 3.05
“Requisitos de Seguranca e Protecdo Radioldgica em Servicos de Medicina Nuclear”,
as medidas das placas sao feitas nesses equipamentos, porém o padrdo ouro para
efetua-las € no contador gama tipo poco [27-29].
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2.7Equipamentos de medicao de radiacdo: contador gama tipo poco

O padrédo ouro para esta mensurar as atividades presentes nas fitas
cromatograficas € o uso de contador gama tipo poco que consiste de um sistema que
possibilita a insercdo de amostras em estruturas denominadas pog¢os que abrigam
individualmente um conjunto de cristais de iodeto de s6dio dopado com talio, Nal (Tl),
acoplado opticamente a uma fotomultiplicadora.

Cada poco (unidade de detecc¢ao) possui uma blindagem de chumbo para
gue a influéncia da radiacdo em um poc¢o seja minima nos po¢os adjacentes. Assim,
a radiacdo gama presente na amostra, interage com o cristal gerando fétons de luz
(cintilacdo) e estes eventos s&o processados e contabilizados obtendo, assim, as
contagens da amostra.

Devido aos diversos processos com que a radiagdo gama interage com a
matéria, os fotons de luz emitidos pelo cristal tém variacéo de intensidade e resultam
em pulsos elétricos que dependem dessa condicdo de interacdo e,
consequentemente, emissao. Assim, as contagens obtidas no final da analise
dependem intrinsecamente da altura de pulso das interacdes [27]. Um esquema de
funcionamento do contador gama tipo poco se encontra na figuralO.

O contador gama tipo poco é amplamente utilizado em estudo in vitro, como
por exemplo, na medida da taxa de filtracdo glomerular com EDTA marcado o
radionuclideo cromo-51 [9].
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Figura 10. Esquema geral contador gama tipo poco [29].

3. MATERIAL E METODOS

Todos os equipamentos e materiais foram disponibilizados pelo Servi¢o de
Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas,
SMN HC/UNICAMP.
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3.1Radiotracador

O radiotragcador escolhido para o estudo foi o0 metilenodifosfonato ligado ao
tecnécio-99m, MDP-**"Tc, da empresa RPH PHARMA (Porto Alegre, Brasil),
exemplificado na figura 11:

o 5
"0-P-CH,=P-0-
OH OH
MDP

Figura 11. Molécula de metilenodifosfonato, MDP [31].

Cada frasco de reagente liofilizado contém:

— 10 mg de acido medronico;
— 2 mg de acido paraminobenzéico; e
— 1,2 mg de cloreto estanhoso di-hidratado.

O MDP-°"Tc¢ foi combinado com a solucéo injetavel de pertecnetato de
sodio (Na[*™Tc]O4), sendo que o periodo de validade apés marcacéo € de 6 horas.
Foram realizadas 3 diferentes marcacdes seguindo as instru¢des de complexacéo da
marcacéao do fabricante conforme procedimento abaixo:

- Foram usadas normas de assepsia e precaucdes para evitar/reduzir
exposicao a radiacao;

- Foi colocado o frasco, previamente desinfetado com alcool etilico 70%,
em um recipiente blindado de chumbo;

- Evitou-se a entrada de ar no frasco e eliminar as bolhas de ar da seringa
antes da adicao da solucao de pertecnetato de sodio;

- Foram adicionados de 3 a 5 mL de °°"TcOs (quando necessario,
completou-se o volume com NaCl 0,9%) com atividade maxima de 12950
MBq (350 mCi) ao frasco de medronato, de forma asséptica;

- Sem remover a agulha, foi aspirado um volume igual de ar para manter a
pressao atmosférica dentro do frasco;

- Foi colocado tampa de chumbo no recipiente blindado;
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- O frasco foi agitado suavemente por inversao, por 30 segundos, até que
o liofilizado estivesse completamente dissolvido. Verificou-se a solugao
limpida e livre de particulas visualmente;

- O frasco foi deixado em repouso, a temperatura ambiente, por 10 minutos,
para completa reacédo de marcacao;

- Realizou-se o controle de qualidade.

Outras 2 marcacdes foram efetuadas sem seguir as orientagcbes do
fabricante em relacdo ao procedimento de marcacgao, permitindo a entrada proposital
de oxigénio. Vale ressaltar que estas solucdes propositalmente marcadas de forma
errdbnea ndo foram administradas aos pacientes, tendo sido utilizadas apenas com
finalidade experimental. Assim, nas 5 marcagdes, foram realizadas com variagdes de
atividade, volume e tempo de fracionamento da aliquota para realizacdo do teste de
pureza radioquimica (foram ou dentro da validade do periodo da marcagcao) conforme
indicado na tabela 2 abaixo:

Tabela 2. Descricdo das marcacdes efetuadas com as variacdes de atividade, volume
e periodo de retirada da aliquota para realizacéo do teste de pureza radioquimica.

Descricédo das aliquotas de radiofarmacos (MDP-**"Tc)
utilizadas para controle radioquimico

marcagao 42 mCi / 3 ml, analisada dentro validade de 6 horas.
marcacao 173 mCi / 6 ml, analisada dentro validade de 6 horas.
marcacgdo 173 mCi / 6 ml, analisada fora da validade (apds 24 horas).
marcacao 329 mCi/ 3 ml, tendo sido proposital a entrada de ar no
reagente, analisada dentro validade de 6 horas.

marcacao 137 mCi/ 5 ml, tendo sido proposital a entrada de ar no
reagente, analisada fora da validade (apés 24 horas)

3.2Técnica de cromatografia

A pureza radioguimica das aliquotas retiradas das 5 marcacées do MDP-
9®MTc foi determinada pelo método CCD como indicada pelo fabricante seguindo as
recomendacdes de farmacopeias e literaturas [15]. Foram semeadas nhas placas
atividades entre 20 a 100 pCi.

Para a fase estacionaria, foi utlizado papel cromatografico 3MM
Whatman® e para a fase movel, os solventes butanona (pa) e cloreto de sodio 0,9%
(NaCl 0,9%). Assim, para determinar a pureza radioquimica de cada marcacao, foram
empregadas duas placas de dimensdes 1,0 cm por 8,0 cm do papel cromatogréafico
3MM Whatman®, no qual foi semeada uma gota na linha de aplicacdo de marcacao
do MDP-*"Tg¢, e estas foram inseridas em cubas cromatograficas com os respectivos
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solventes. Abaixo, na Figura 12, encontra-se esquematizado o modelo utilizado para
a realizacdo da CCD com MDP-*"Tc:

Cromatografia em Papel: Whatman Cromatografia em Papel: Whatman
3MM e Acetona PA 3MM e NaCl 0,9%
Linha superior Linha superior
segmento 1: segmento 1:
S A linha de corte
(meio da fita)
linha de corte
segmento 2: x|~ " T " segmento2:
I :
|
~
+ Linha de aplicacdo + Linha de aplicagédo
solvente solvente
SOMA: SOMA:

Figura 12. Exemplo de placas cromatograficas e seus respectivos pontos de aplicacéo
do radiotracador MDP-°"Tc, e solventes para realizagdo do teste de
pureza radioquimica.

Aguardado o tempo para que os solventes migrassem até a linha superior
das placas cromatograficas, estas foram tiradas das cubas cromatograficas e cortadas
como indicado na Figura 12. Em cada segmento, foi medida a atividade de material
radioativo presente com o0s equipamentos de medicdo, ou seja, o medidor de
atividades e o contador gama tipo poco, determinando-se a eficiéncia de marcacao
conforme as equacfes 1, 2 e 3. A marcacao sera considerada aceitavel quando o
teste radioquimico obtiver valores superiores a 90%.

Para cada marcacao, este procedimento foi repetido 10 vezes, a fim de
minimizar os erros aleatdrios e sistematicos presentes no experimento e para obter o
valor médio da eficiéncia de marcacdo com melhor precisdo e acuracia.

3.3Determinacédo do volume de uma gota

A fim de determinar o volume médio de uma gota a ser aplicada na placa
cromatografica, visto que na pratica dos servicos de medicina nuclear as gostas sao
semeada na fase mdvel com as seringas e agulhas disponiveis e este processo €
validado pelo fabricante, foi realizado o experimento o seguinte experimento:
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— Utilizou-se uma seringa comumente usada para semear o material nas
placas cromatograficas: seringa de insulina de 1 ml (100ui) e agulha
13,0x45mm (BD — Sao Paulo, Brasil);

— Balanca de precisdo marca SHIMADZU, Brasil modelo AY220 numero
de série D423000906; e

— Solucdo de soro fisiologico 0,9%: para fins do teste, ndo houve
necessidade do uso de material radioativo, minimizando, assim,
exposi¢des indevidas.

Foi gerada na ponta da agulha uma gota que foi aplicada em um recipiente
plastico e aferida na balanca de precisdo conforme figura 13. A fim de minimizar os
erros sisteméticos e obter o valor mais provavel do volume da gota, a medida foi
efetuada 10 vezes e calculada a média e o coeficiente de variacdo médio, da massa
da gota.

Para determinacdao do volume médio da gota, utiliza-se da seguinte
equacao:

v(ml) = I;((lg; (4)
ml

onde v é o volume em ml, m a massa obtida no experimento, em gramas, e d, a
densidade da solugao de soro fisioldgico, 1,00 g/ml. O erro associado ao volume, Av,
é de:

Av= =2 (5)

onde om é o desvio padrao amostral obtido no experimento para determinacdo do
volume da gota.

Figura 13. Aparato experimental para determinagdo do volume da gota obtida com
uma seringa de insulina.
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3.4 Determinacao da atividade especifica de uma gota

Conforme as indicacdes do fabricante, a marcacdo de MDP-%*"Tc deve ser

realizada com atividade maxima de 350 mCi, sendo o volume da solugdo de
pertecnetato-*"Tc permitido entre 3 a 5 ml. A atividade especifica, Aesp € dada pela
seguinte equacao:
A
v (6)
onde A se refere a atividade de marcacéo e V, o volume de marcacdo. Na prética, o
valor da atividade para a marcacao ndo é necessariamente a maxima. Isso depende
da quantidade de pacientes o qual este material se destinara, sendo que o valor da
atividade administrada por paciente € em torno de 30 mCi [3].

Aesp =

Portanto, para avaliar os diferentes valores de atividade especifica,
considerou-se a condicdo de menor atividade especifica, com uma atividade minima
de marcacédo para um unico paciente, de 30 mCi e um volume de 5 ml e a de maior
atividade especifica, com atividade de 350 mCi e volume de 3 ml determinando, assim,
a faixa em que se terd a gota de menor e maior atividade utilizando para isso as
equacdes 4 e 6 respectivamente. O erro associado a atividade especifica. AAesp
encontra-se na equacao 6:

1 AAV?
AAesp = ;\/AAZ + (T)
onde AA se refere ao erro da atividade de marcacao que € de 0,05 mCi e AV, o erro

do volume de marcacéao, 0,05 ml. Portanto, para determinar a atividade da gota, Agota,
e seu respectivo erro, AAgata, tem-se as seguintes equacoes:

(7)

Agota = Aesp "V (8)

Ayorq = Jvz Mgy’ + Asp” * AVZ 9)

3.5Instrumentos de afericdo da atividade

3.5.1 Calibrador de doses

O calibrador de doses utilizado foi o equipamento da marca CAPINTEC
(New Jersey, EUA), modelo CRC 25R, cuja resolu¢éo nominal € de 0,01 uCi conforme
mostrado na figura 15.A. O equipamento foi testado conforme as exigéncias em
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normativas nacionais [17] e recomendagfes da Agéncia Internacional de Energia
Atdmica, IAEA [18], que abrangem as seguintes aferi¢cdes listadas na tabela 3:

Tabela 3. Teste de Afericado para o calibrador de doses.

Teste Objetivo Critério de Aceite

Repetibilidade Avaliar a constancia do equipamento. <+5%
Ajuste do Zero Verificar e ajustar o zero do equipamento. -

Radiacdo de Fundo Verificar a radiagc&o de fundo. <+ 20%
Alta Voltagem Verificar a tensdo de entrada no equipamento. <+1%
Exatidao Verificar a exatiddo nas medidas de um calibrador de doses. <+10%
Precisédo Verificar a precisdo nas medidas de um calibrador de doses. <+5%
Linearidade Verificar a linearidade nas medidas de um calibrador de doses. <+ 10%

. Verificar se os fatores de calibragdo do equipamento para
Teste de Geometria - . -
recipientes e wlumes diferentes.

Conforme os critérios de aceite descritos na tabela 2, pode-se considerar,
dentro dos parametros de conformidade, valores da radiacdo de fundo (BG) variando
até £ 20% em relacdo a um determinado valor de referéncia, ong. Portanto,
incialmente, foi necessario estabelecer o valor de referéncia do BG do calibrador de
doses utilizado no projeto. Para isto, acompanhou-se o valor da radiacdo de fundo
diaria ao longo do ano de 2017 e, posteriormente, o valor médio obtido do BG anual
foi estabelecido como o valor de referéncia.

Outro ponto a ser considerado foi a possivel influéncia da radiacéo
provenientes das fontes existentes no laboratério de radiois6topos na radiacao de
fundo do calibrador de doses. Para isso, além da blindagem habitual que acompanha
0 equipamento, existe uma blindagem adicional ao redor do calibrador de doses com
espessura de 1,2 cm de chumbo que foi implementada para a pratica do servico.

Devido ao fato de que a emissao da radiacdo pelos materiais radioativos &
probabilistica, flutuacbes nas medidas da atividade pelo calibrador de doses sao
esperadas. E o valor desta variacdo, chamado de precisdo do equipamento, op, €
permitida em no maximo + 5%.

Em uma marcacdo considerada valida para administracdo, no teste de
pureza radioquimica as partes das placas cromatograficas que contém os
contaminantes possuem pequenas quantidades de material radioativo que podem se
confundir com radiag&o de fundo do calibrador de doses.

Portanto, torna-se necessario estabelecer um critério de seguranca para
gue a quantidade de radiagao existente na parte da placa com os contaminantes nao
se confunda com o BG e, desta forma, possa gerar erros na determinacdo da pureza
radioquimica. Para isso, uma das consideracgfes feitas foi de que a marcacéo seria
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considerada eficiente quando pelo menos 90% das moléculas biologicamente ativas
devem estar ligadas ao °™Tc, o que significa que 90% da atividade presente na placa
cromatografica estaria neste segmento. Assim, foi permitido que, no maximo 10% da
atividade presente na outra parte da placa fosse dos contaminantes. Isto esta
mostrado no esquema da figura 14.

Observado, entdo, os valores permitidos de variacdo do BG, as possiveis
flutuacdes nas medidas de atividade com o calibrador de doses e o fato de que a
atividade presente no seguimento que contém os contaminantes pode se confundir
com a radiacéo de fundo, determinou-se que a atividade desta parte da placa deve
estar 25% acima do valor de referéncia do BG a fim de n&do ser confundido, ou seja, a
soma das flutuacdes estatisticas permitidas, sendo que o erro associado de + 5%.

Linha superior

segmento 1: 90% da atividade
aplicada

linha de corte

10% da atividade
segmen‘to 2: aplicada

solvente

e
1,5cm

.

Figura 14. Esquema dos valores de atividades que devem ser considerados para que
a marcacdao seja considerada efetiva.

Além da avaliacdo da radiacdo de fundo do calibrador e as consideracdes
em relacdo as quantidades de atividades a serem empregadas nas placas
cromatograficas, foi avaliado se a resposta do equipamento nesta faixa de atividade é
satisfatoria e confiavel.

O teste consistiu em avaliar a linearidade do equipamento para a faixa de
atividade presente na gota aplicada na placa cromatografica. O teste de linearidade é
preconizado para o calibrador de doses, como consta na tabela 2, porém, muitas
vezes, essa avaliacdo estd direcionada para a faixa de atividade empregada nos
exames, assim, para avaliacdo minuciosa, foi feito o teste direcionado para a atividade
utilizada no teste de pureza radioquimica

A faixa de atividade testada no medidor de atividade compreendeu a regiéo
entre (5,0 £ 0,5 e 0,001 + 0,0005) mCi que condiz com a atividade da gota com
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atividade especifica maxima e minima conforme estabelecido no item 3.4, onde se
observou o seguinte procedimento:

- Utilizou-se uma solucéo de pertecnetato-*"Tc em um frasco contendo
uma atividade inicial de 5,0 + 0,5 mCi;

- Selecionou-se as condicbes de operacao apropriadas para o
radionuclideo;

- Foi anotada a leitura do BG para subtrair das medidas subsequentes;

- A fonte foi introduzida no poco do calibrador de doses usando uma pinca
de 30 cm de comprimento;

- Esperou-se cerca de 10 segundos para a estabilizacao da leitura,

- Foram feitas, sucessivamente,10 medidas, onde, posteriormente, fez-se
a média e subtraiu BG;

- Foi anotado a hora do dia de cada série de medidas;

- Este procedimento foi adotado de tempo em tempos regulares até a fonte
decair para 0,001+0,0005 (menor medida de leitura possivel desse
calibrador de doses).

Apés este procedimento do teste, foi realizado a analise dos resultados
obtendo-se, primeiramente, um grafico semi-logaritmo da atividade medida versus o
tempo de aquisicdo dessas medidas. Espera-se que a curva mostre o decaimento
radioativo caracteristico de uma fonte de °*™Tc e é feito um ajuste linear para os pontos
(regressao linear) e um dos parametros obtidos desse ajuste sera a constante de
desintegracéo linear, A, que devera ser comparado ao valor teérico dessa constante
[30]. A variacdo entre a constante obtida e o valor tedrico ndo deve ser superior a *
10%.

3.5.2 Contador gama tipo poco

O dispositivo utilizado foi o da marca PerkinElmer (Massachusetts, EUA)
modelo Wizard2 e possui 5 pocos. Embora nas normativas nacionais ndo exista
exigéncia de testes de controle de qualidade para este equipamento, seguem-se as
recomendacdes internacionais contidas no documento da IAEA TECDOC-602 “Quality
Control Of Nuclear Medicine Instruments 1991” para efetuar seu controle de
gualidade. Os equipamentos estao ilustrados na Figura 15.B.

O mesmo procedimento para realizacdo do teste de linearidade conforme
descrito no item 3.5.1, bem como a analise foi adotado para o contador gama tipo
poco, considerando apenas que diferente do calibrador de doses, este equipamento
fornece sua leitura em contagens. A faixa de atividade para realizagdo deste teste
compreendeu de (0,10+£0,05 a 0,0010+0,0005) pCi.
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CAPRIEC CRCw 352

Figura 15 A. (a esquerda) calibrador de doses CAPINTEC modelo CRC 25R. B. (a
direta) contador gama tipo poco PerkinElmer, modelo Wizard2.

3.6Esquema geral do projeto e andlise estatistica.

O esquema geral do projeto se encontra no organograma da figura 16:

Calibrador de
Doses

Marcacdo MDP Aliquotas para controle
(5 distintas) [ | radioguimico —
(10 amostras)

Contador Gama
tipo Poco

Figura 16. Organograma do projeto.

Para cada marcacado, a pureza radioquimica foi realizada por 10 vezes.
Cada placa cromatografica obtida foi aferida tanto no calibrador de doses quanto no
contador gama tipo poco, caracterizando um estudo de amostras pareadas. Deve-se
ressaltar que para as faixas de atividades aplicadas na placa cromatografica com a
auxilio da seringa de insulina ndo é possivel fazer a leitura no contador gama tipo
poco, pois estas sdo da ordem de cem vezes acima da leitura 6tima do equipamento.
Desta forma, as leituras das placas, foram, primeiramente, feitas no calibrador de
doses, imediatamente ap0s o término da migracdo dos solventes e aguardado um
periodo aproximado de 72 horas para que as mesmas fossem medidas no contador
gama tipo pogo.
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Foi efetuado o teste de Shapiro-Wilk [32] em cada conjunto obtido nas
distintas marcag0des para verificar se a distribui¢céo de probabilidade associada a estes
dados poderia ser aproximada pela distribuicdo normal, ou paramétrica.

Como verificado em todos os conjuntos, as distribuicbes n&o foram
paramétricas, portanto o teste escolhido para avaliar se haveria diferenca estatistica
em utilizar o calibrador de doses ou o contador gama tipo poco foi o teste nao
paramétrico de Wilcoxon com nivel de significancia de 0,05 (p-value). Além desta
analise, foi feito a média e o desvio padréo para estas 10 amostras de cada marcagao
e observado suas possiveis discrepancias.

4. RESULTADOS

4.1 Determinacéo do volume da gota e sua respectiva atividade especifica

Os valores mensurados, juntamente com a média, 0 desvio padréo e o
coeficiente de variagcdo, da massa obtida na balanca de precisdo para as gotas se
encontram na tabela 4.

Utilizando as equacdes (4) e (5), temos que o volume meédio de uma gota
e de (0,0091 = 0,0005) ml. Com a equacéo (6), determinou-se a atividade especifica
maxima e minima da marcacdo com MDP-*"Tc para os critérios indicados pelo
fabricante de atividade e volume.

Tabela 4. Valores estatisticos obtidos na determinacédo do valor médio na massa de
uma gota.

NUmero Massa
Gota (@)

1 0,0088

2 0,0086

3 0,0093

4 0,0088

5 0,0098

6 0,0082

7 0,0091

8 0,0098

9 0,0091

10 0,0094
Média 0,0091
Desvio Padrao Amostral 0,0005

Coeficiente de

Variacao (%) 56
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Assim, obtido o volume médio de uma gota e as atividades especificas
maximas e minimas permitidas para uma marcacdo com MDP-°"T¢, determinou-se,
com o auxilio da equacéo (7), os limites superiores e inferiores de atividade de uma
gota, conforme mostrado na tabela 5.

Tabela 5. Limites da atividade da gota para as atividades especificas maximas e
minimas da marcagdo com MDP-%°"Tc.

. e A Volume -
. Volume de  Atividade Classificagéo , u Atividade
Atividade ~ e . Médio da
(mCi) marcagdo Especifica Atividade Gota Gota
(ml) (mCi/ml) Especifica (ml) (mCi)
350 3 117 Méaxima 1,06
0,0091
30 5 6 Minima 0,05

4.2 Linearidade dos equipamentos de afericéo

As curvas do teste de linearidade para o calibrador de doses e o contador
gama tipo poco, encontram-se nas Figura 17 e 18, respectivamente:

1 1 1 L]
= M " Atvigade
M Limear Fit of Atividade
-
o k=
m
--. J
||
- b=
L
[
ik N
.-
i :|. ‘:I. an = i A
(B rmain
o :l::: "'_" § ol =mr ;
T
i L & E i L i B i L i - . L i -
i i i Fal 14 41 50 ) ]

Tempo (horas)

Figura 17. Grafico (calculado o logaritmo para os valores a atividade) com o ajuste
linear para o Calibrador de Doses CAPINTES 25R na faixa de atividade
entre (5,0 £ 0,5 e 0,0010 + 0,0005) mCi.
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Figura 18. Grafico (calculado o logaritmo para os valores a atividade) com o ajuste
linear para o Contador Gama Tipo Poco Wizard2 para a faixa de atividade
entre (0,10 £ 0,05 a 0,0010 £ 0,0005) uCi.

Os erros relativos obtidos das constantes de desintegracdo nuclear em
relacéo ao valor tedrico para os equipamentos calibrador de doses e contador gama
tipo poco se encontram na Tabela 6:

Tabela 6. Valores tedricos e experimentais obtidos para a constante de desintegracéo
nuclear (A) do ®MTc para os equipamentos medidor de atividades, CAPINTEC CRC
25R, e Contador Gama Tipo Poco, Wizard2, e o calculo da sua exatidao.

Erro Critério de

Equi t A nomi A i . . .
qS':iFI)iir:c?cr)] ° n:]r_nlma' eXp:_Temal Relativo Aceite Conformidade
") 0 @ 0

Calibrador de Doses 0,115 0,117 2 +10 SIM

Contador Poco 1 0,115 0,105 9 +10 SIM

‘Gama  pogo 2 0,115 0,106 8 + 10 SIM

TipoPoco  poen3 0115 0,106 8 + 10 SIM
(5 pogos)

Poco 4 0,115 0,106 8 + 10 SIM

Poco 5 0,115 0,106 8 +10 SIM
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Portanto, para a faixa de atividade da gota empregada nas placas
cromatograficas observada na tabela 5, o calibrador de doses se mostrou um
equipamento com resposta eficiente.

4.3Radiagéo de fundo do calibrador de doses

O valor médio do BG para o ano de 2017 foi de 2,02 uCi. Na Figura 19,
encontram-se 0s valores semanais obtidos ao longo do ano citado. Os pontos
discrepantes do grafico, referem-se a possiveis contaminacdes por meio da
manipulagdo dos materiais radioativos no calibrador de doses pelos operadores, em
fungéo da rotina de servigo.

I ! I o I ! I
= [ [ s Tvalores médios do BG semanal |
15
10 - "
::‘- -
Qo
2 s5f
% "= .
_Tg = s T " . . .
E 0k L L] = = WEEL, '.'.--.--'--'.l - "aEE i
=]}
=T
- . .
0 1 . 1 . 1 . 1 ]

Semanas de 2017

Figura 19. Valores semanais da radiacdo de fundo do medidor de atividades
CAPINTEC modelo CRC 25R do SMN HC/UNICAMP no ano de 2017.

Assim, este valor segue como a referéncia da radiacdo de fundo deste
calibrador de doses. Considerando as variagdes permissiveis e consideradas como
critério de aceite conforme mostrado na tabela 2, os limites inferiores e superiores do
calibrador de dose sdao, respectivamente 1,61 uCi e 2,42 uCi, sendo, portanto,
permitido nas medidas de BG um desvio padrdao de + 0,2. A partir do critério de
seguranca conforme esquematizado na figura 14, temos que:

- Atividade menor segmento: superior a 2,53 uCi.

- Atividade aplicada a placa cromatogréfica: superior a 20 uCi.
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4.4Pureza radioquimica obtida com os equipamentos comparados

Os valores aplicados nas placas cromatograficas variaram entre 20 a 100
MCi e se encontram em conformidade com os critérios estabelecidos no item 4.3. As
medidas obtidas para as diferentes marcacdes, aliquotas e afericbes nos dois
equipamentos se encontram no Anexo |.

As médias obtidas de eficiéncia de marcacdo no medidor de atividade e
contador gama tipo po¢o, juntamente com seus respectivos desvios padréo e p-value
obtidos em cada comparacao, encontram-se na Tabela 7 abaixo:

Tabela 7. Valores de eficiéncia de marcacéo obtidos para o medidor de atividades e
contador gama tipo po¢o, juntamente com valor de p proveniente da aplicacéo do teste
ndo paramétrico de Wilcoxon.

Eficiéncia de Marcagao (%)

Descri¢éao aliquota para controle radioquimico Medidor de  Contador Gama
- p-value
Atividade Tipo Pogo

marcacdo 42 mCi/ 3 ml, analisada dentro validade de 6 horas 98,0 £2,0 96,9 +2,3 0,062
marcacdo 173 mCi/ 6 ml, analisada dentro validade de 6 horas 96,9 + 4,6 97,0+4,4 0,995
marcagdo 173 mCi/ 6 ml, analisada fora da validade (ap6s 24 horas) 92,4 +10,2 92,4 +10,2 0,071

50 32 . | . ital
marcacéo 3 9.mC|/ 3 ml, tenFio sido proposital a entrada de ar no 87.3+ 258 86.5 + 25.4 0,799
reagente, analisada dentro validade de 6 horas

%0 137 mCi | . ital
marcacdo 137 mCi/ 5 ml, tendo sido proposital a entrada de ar no 76,0 + 26,7 74,9 + 25,8 0,093

reagente, analisada fora da validade (ap6s 24 horas)

Pode-se verificar que as afericbes como calibrador de doses e o contador
gama tipo poco nao diferem estatisticamente e os valores médios obtidos em ambos
0S equipamentos sao estatisticamente semelhantes dentro dos seus desvios padréo.

5. DISCUSSAO

A medicina nuclear é capaz de proporcionar informacdes funcionais atraves
da biodistribuicdo de radiotracadores para 6rgaos ou tipos celulares especificos. Esta
biodistribuicdo depende da caracteristica do elemento radioativo ou da ligacdo deste
com algum grupo quimico, como no caso do MDP-**"Tc que esta relacionado ao
tecido 0sseo.

O elemento radioativo tecnécio-99m é o mais usado na medicina nuclear
devido as suas caracteristicas que viabilizam a pratica tais como a faixa de energia
ideal da radiacdo gama para o trabalho das camaras de cintilagdo e o fato de ser
guimicamente versatil e atingir varios estados de oxidacéo, permitindo a ligagdo com
0S grupos guimicos de interesse.

A fim de manter a garantia da qualidade das imagens geradas nesta
pratica, é necessario um controle de qualidade seguro e eficaz destas citadas ligacfes
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quimicas chamadas de marcac¢fes, sendo o controle de pureza radioquimica um
desses, pois permite avaliar a quantidade contaminantes na amostra que pode levar
a um acumulo indesejavel de material radioativo em 6rgdos como a tireoide, glandulas
salivares e estbmago, contribuindo apenas para a exposi¢cado desnecessaria desses a
radiacéo e diminuindo a sensibilidade e especificidade do exame.

Os controles de qualidade dos radiotracadores no Brasil seguem a
normativa vigente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA (resolucao 38)
de modo que estes sdo de responsabilidade do servico e devem seguir as
recomendacdes e padrdes propostos pelos fabricantes dos kits liofilizados e, assim,
garantir que os critérios de qualidade sejam aceitaveis proporcionando seguranca ao
paciente.

No Brasil, o equipamento mais utilizado para a determinagdo da pureza
radioquimica é o calibrador de doses que, embora seja extremamente eficiente sob o
ponto de vista de medir as atividades que sdo administradas aos pacientes, sua
resposta deve ser avaliada de forma mais minuciosa para a realizacdo da leitura das
placas cromatograficas visto que para este teste sao utilizadas quantidades da ordem
de milionésimo das administradas aos pacientes e ndo necessariamente o equipa. O
padrdo ouro para esta determinacg&o € o equipamento contador gama tipo po¢o, porém
0 numero desses equipamentos no Brasil é reduzido.

No presente trabalho, foi necessario determinar o volume de uma gota e,
consequentemente, sua quantidade de material radioativo, pois esta é a quantidade
aplicada na placa cromatografica. Para isto, a primeira consideracéo levou em conta
as recomendacdes que o fabricante do reagente liofilizado de MDP, RPH PHARMA
(Porto Alegre, Brasil) determina como intervalo de atividade e de volume permitido
para a marcagcao com o pertecnetato, o que definiu os valores de atividade maxima e
minima que uma gota pode ter visto que esta € uma aliquota da solucéo.

Paralelamente a esta determinacao, foi definido as condi¢cdes para que o
uso do calibrador de doses na determinacdo da pureza radioquimica seja aceitavel e
confiavel. Verificou-se que o equipamento tem condi¢des satisfatorias de linearidade
para a faixa de atividade das placas cromatogréaficas, como mostrado na figura 17 e,
também, a influéncia da radiacdo de fundo do calibrador de doses, pois as minimas
guantidades de atividade na placa cromatografica podem ser confundidas com o BG,
ocasionando falhas na determinacao da eficiéncia de marcacéo.

Através de um estudo retrospectivo da radiacdo de fundo presente no
calibrador de doses do ano de 2017, foi possivel determinar o valor médio anual do
BG e este ser o valor de referéncia. As condicfes de blindagem do equipamento
CAPINTEC CRC 25R do SMN HC/UNICAMP permitem que este opere em condicfes
minimas de radiacao de fundo registrada, como observado na Figura 19, de forma que
a radiacdo proveniente das demais fontes radioativas existentes no laboratorio de
manipulacao de radiois6topos nao influencie em seu BG.

Isso é possivel utilizando blindagens adequadas e suficientes no laboratoério
de manipulacdo de radioisétopos e, se necessario, em torno do proprio equipamento
como no laboratério do SMN HC/UNICAMP que utiliza a blindagem de chumbo em
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torno do calibrador de 1,2 cm e também, assegurar que as contaminagdes no
calibrador de doses sejam minimas através do treinamento peridédico da equipe que
utiliza do equipamento.

Conhecendo entédo as condi¢cdes de operagéo do calibrador de doses, o
valor médio de sua radiacdo de fundo e as possiveis flutuacbes estatisticas da
determinacdo da medida de uma amostra, definiu-se um critério de seguranca para a
atividade minima da gota a ser aplicada na placa cromatografica que deve ser superior
a 25% do valor do BG de referéncia, conforme exemplificado na figura 14, € possivel,
entao se estimar o total de atividade a ser aplicado. Embora essa andlise tenha sido
direcionada ao radiotracador MDP-%*"Tc, é possivel estabelecer estes limites e
critérios para todos os radiotracadores que sao utilizados em um servico de medicina
nuclear.

Foi realizado, também, o teste de linearidade para o contador gama tipo
poco, conforme mostrado na figura 18. O teste se mostrou satisfatério e se observou
gue a regiao de atividade em que o equipamento tem condi¢cdes de operacao linear é
da ordem de 10 vezes menor que o calibrador de doses, 0 que, para a afericdo da
mesma placa em ambos os equipamentos, foi necessario aguardar o decaimento por
cerca de 72 horas apos a leitura no calibrador para que a mesma fosse medida
também no contador gama tipo poco.

Vale ressaltar que o teste de linearidade é preconizado nas normativas
nacionais, mas este deve considerar, portanto, além da faixa de atividade
administrada nos pacientes, a faixa que contemple a determinacdo da pureza
radioquimica.

Foram comparados os valores de eficiéncia de marcacédo obtidos com o
contador gama tipo poco e com o medidor de atividades (calibrador de doses). Foram
efetuadas 5 marcacdes. Nestas, variou-se as condi¢cdes de marcacao, ou seja, foram
consideradas as orientacbes do fabricante e as amostras para efetuar o controle
radioquimico foram retiradas dentro ou fora do prazo de validade.

Para cada marcacéao, foram feitas 10 amostras distintas e apos o célculo
de eficiéncia de marcacdo, obteve-se o valor médio para estas medidas e seu
respectivo desvio padréo.

Estas amostras foram aferidas no calibrador de doses e no contador gama
tipo poco e comparadas estatisticamente através do teste ndo paramétrico de
Wilcoxon com coeficiente de significancia (p-value) de 0,5 obtendo, na comparacéo
entre 0s equipamentos valores estatisticamente iguais, ou seja, do ponto de vista
estatistico, € semelhante utilizar os dois equipamentos.

6. CONCLUSAO

Comparando os valores de pureza radioquimica obtidos com os
equipamentos contador gama tipo poco e o medidor de atividades, foi verificado que
estes ndo diferem estatisticamente e o0s resultados obtidos em ambos o0s
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equipamentos sao estatisticamente semelhantes dentro dos seus desvios padrao,
desde que o calibrador de doses satisfaca duas condigdes.

A primeira condicdo € que a resposta do equipamento para a faixa de
atividade presente no teste de pureza radioquimica seja linear, ou seja, a resposta
seja confiavel do valor minimo de leitura do calibrador de doses até a atividade
maxima que pode estar presente em uma gota do radiotracador que sera analisado.

A segunda condicao é determinar o valor da radiagcao de fundo média do calibrador
de doses definindo o critério de seguranca para a atividade minima a ser aferida no
equipamento, considerando que se pretende detectar uma eficiéncia de marcacéo
superior a 90% e, portanto, os outros 10% da atividade que ficam no outro segmento
da placa cromatografica devem ser medidos com seguranca, evitando, assim, erros
no teste. Uma maneira de diminuir o BG no calibrador de doses é garantir que as
fontes de radiacéo presentes no laboratorio de manipulacéo de radioisétopos estejam
devidamente blindadas e, quando necesséario, inserir uma blindagem adicional ao
calibrador.

Desta forma, visto as condi¢cfes de operacéo do calibrador de doses, € possivel
efetuar o teste de pureza radioquimica nestes dispositivos e obter valores de eficiéncia
de marcacao confiaveis e semelhantes estatisticamente aos que seriam obtidos com
0 equipamento contador gama tipo poco.
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8. APENDICES

8.1 Tabelas com os valores das atividades das placas cromatograficas

Tabela 8. Marcacgao 42 mCi/3 ml, analisada dentro validade de 6 horas.
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cal_but_inf cal_but_sup cal_nacl_inf cal nacl _sup poc_but_inf poc_but_sup poc_nacl inf poc_nacl_sup

cal_pureza poc_pureza

(LCi) (HCi) (uCi) (uCi) (counts) (counts) (counts) (counts) (%) (%)
9,0 0,12 2,00 43,9 27637 576 9488 120170 94,33 90,64
33,7 0,07 2,93 46,7 98467 545 8567 129824 93,89 93,26
50,5 0,07 2,22 60,7 141730 568 6444 169958 96,33 95,95
41,9 0,14 1,06 55,4 115608 573 3251 160566 97,79 97,52
40,6 0,11 1,70 36,6 116523 564 4726 99242 95,29 94,97
35,4 0,07 0,20 38,2 97835 559 1028 103307 99,28 98,45
31,9 0,06 0,13 40,7 88228 513 1039 109961 99,49 98,49
54,9 0,15 0,13 39,1 144359 545 993 108510 99,40 98,72
54,2 0,03 0,28 33,9 146855 578 823 89258 99,13 98,69
38,7 0,04 0,18 32,3 104971 575 2067 86428 99,34 97,12

Tabela 9. Marcacgéao 173 mCi/6 ml, analisada dentro validade de 6 horas.

cal_but_inf cal_but sup cal_nacl_inf cal nacl sup poc_but_inf poc_but_sup poc_nacl inf poc_nacl_sup

cal_pureza poc_pureza

(HCi) (HCi) (HCi) (uCi) (counts) (counts) (counts) (counts) (%) (%)
48,0 0,01 511 55,4 1035387 843 105962 1136296 91,5 91,4
67,2 0,01 2,25 102,3 1364293 953 47076 2003362 97,8 97,6
40,4 0,05 0,30 36,8 835792 668 5100 724491 99,1 99,2
44,3 0,05 0,28 42,4 899065 757 5085 834814 99,2 99,3
45,8 0,07 4,50 27,9 869083 738 87262 558087 86,0 86,4
36,0 0,04 0,18 31,3 691431 678 3770 565635 99,3 99,2
45,7 0,07 0,17 29,3 858024 663 4117 532906 99,3 99,2
39,7 0,05 0,19 34,4 738971 599 3588 634900 99,3 99,4
40,2 0,13 0,19 40,4 762360 636 3931 751381 99,2 99,4
30,3 0,02 0,73 36,4 563580 623 13128 666808 98,0 98,0

Tabela 10. Marcacéo 173 mCi/6 ml, analisada fora da validade (ap0s 24 horas).

cal_but_inf cal_but_sup cal_nacl_inf cal_nacl sup poc_but_inf poc_but sup poc_nacl_inf poc_nacl _sup

cal_pureza poc_pureza

(HCi) (HCi) (HCi) (uCi) (counts) (counts) (counts) (counts) (%) (%)
8,34 0,31 0,27 6,49 1739193 848 9222 136164 92,4 93,6
3,57 0,01 0,01 3,14 757941 746 3546 659270 99,4 99,4
3,26 0,04 0,01 6,63 726499 638 7624 1185654 98,6 99,3
3,66 0,06 0,53 3,9 877362 700 143258 989131 86,4 87,3
3,13 0,03 0,02 3,42 823489 699 4894 744547 98,5 99,3
3,01 0,02 0,01 2,54 262681 724 3756 716501 98,9 99,2

3,6 0,03 0,06 1,95 1001696 687 27580 556739 96,2 95,2

2,7 0,06 0,65 3,54 789791 642 175609 1023298 82,3 85,3
1,78 0,01 1,24 2,34 531555 658 375903 686636 64,8 64,5
3,37 0,06 0,61 2,39 1006113 605 201686 701686 77,9 77,6
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Tabela 11. Marcacgéao 329 mCi/ 3 ml, tendo sido proposital a entrada de ar no reagente,
analisada dentro validade de 6 horas.

cal_but_inf cal_but sup cal_nacl_inf cal _nacl sup poc_but_inf poc_but_sup poc_nacl inf poc_nacl_sup

cal_pureza poc_pureza

(uCi) (uCi) (uCi) (uCi) (counts) (counts) (counts) (counts) (%) (%)

30,6 0,05 0,05 45,9 881908 664 647 6347 99,73 90,67
162,3 0,06 0,72 68,1 4486872 648 21113 1901396 98,92 98,89
45,4 0,03 0,45 74,7 1273930 660 14898 2064606 99,34 99,23
33,2 0,03 27,00 9,71 941319 684 765769 278533 26,36 26,60
36,9 0,03 0,19 38,1 1034007 657 6086 1063597 99,42 99,37
81,0 0,10 0,27 62,4 2222552 641 9517 1653082 99,45 99,40
44,1 0,04 23,60 27,1 1207662 663 642640 744570 53,36 53,62
30,0 0,08 0,49 43,2 815786 571 11219 1153502 98,61 98,97
38,1 0,04 0,30 29,2 1014084 651 9791 797600 98,88 98,72
53,1 0,06 0,40 62,9 1388282 662 720 682319 99,26 99,85

Tabela 12. Marcacao 137 mCi/5 ml, tendo sido proposital a entrada de ar no reagente,

analisada fora da validade (ap0s 24 horas).

cal_but_inf cal_but_sup cal_nacl_inf cal_nacl _sup poc_but_inf poc_but sup poc_nacl_inf poc_nacl _sup

cal_pureza poc_pureza

(HCi) (HCi) (HCi) (uCi) (counts) (counts) (counts) (counts) (%) (%)

67,0 0,16 28,30 24,9 575175 653 231556 209200 46,57 47,35
103,0 0,05 8,00 67,6 840550 653 69071 574660 89,37 89,19
73,0 0,08 1,00 63,4 618655 686 8627 524301 98,34 98,27
91,1 0,03 3,00 62,0 7426409 702 25019 512702 95,35 95,34
53,7 0,01 3,43 64,3 202434 962 13440 234634 94,92 94,11
76,0 0,04 0,87 47,0 277342 820 4129 173849 98,13 97,39
52,3 0,04 38,10 21,2 195479 717 135436 74902 35,67 35,24
62,0 0,03 20,00 39,2 223269 918 72591 142311 66,17 65,81
106,3 0,04 34,00 20,9 374591 933 120353 74984 38,03 38,14
91,1 0,04 1,35 59,9 313048 820 5323 41596 97,75 88,39




