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Resumo. MIBI-99mMTc (2-Metoxi Isobutil Isonitrila-99mTc) € indicado para imagens cintilograficas de
perfusdo miocardica e acompanhamento de pacientes com risco de infarto. A determinagédo da pureza

radioquimica (PRq) do MIBI-99MTc nas farmacopéias internacionais envolve a utilizacdo de método
cromatografico em camada delgada em fase reversa (CCD-FR) para determinar % 99mTcO4', %

99mT002 e % produto e também a analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O objetivo

deste estudo foi determinar a PRq no MIBI-99mTc por método alternativo ao descrito nas farmacopéias
internacionais. Foram utilizadas cromatografia em papel (CP) e silica gel impregnada em fibra de vidro
(ITLC-SG) com fase movel acetato de etilazmetanol (8:2) e cromatografia em camada delgada (CCD-SG)

com solugéo salina 0,9%. Os resultados de % produto, %99mTcO4‘ e %99mT002 obtidos por CCD-FR
foram (97,98 + 0,07)%, (1,49 + 0,07)% e (0,53 + 0,06)%, respectivamente. Na CP, 99MTcO4- e 99MTcO,
possuem Rf = 0,0 e a porcentagem de impurezas foi (2,70 + 0,33)%, com pureza radioquimica de (97,31
0,33)%. Em ITLC-SG, somente 99mT002 permanece na origem (Rf = 0,0), obtendo-se (0,69 + 0,08)%.
Entretanto, devido a interrupgéo na fabricagdo do suporte cromatografico ITLC-SG, ndo sera mais possivel
a sua utilizagao. Neste trabalho foi possivel demonstrar que o controle de qualidade do MIBI-99MT¢ pode
ser realizado por CP (% Impurezas) e CCD-SG (%99mTcO4') como método alternativo ao descrito nas
farmacopéias.
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Alternative method for determination of radiochemical purity of 99MTc-MIBI

Abstract. 99MTc-MIBI (99mTc-2-MetoxyisobutyIisonitriIe) is prescribed for scintigraphy images of
myocardial perfusion and assessment of patients with myocardium infarct at risk. The determination of the

radiochemical purity (RCP) of 99MTc-MIBI in international pharmacopeias involves the use of a
chromatographic method in thin layer with reverse phase (TLC-RP) for determination of % 99mTcO4', %

99mTcOg e % product and also the analysis by high performance liquid chromatography (HPLC). The aim

of this work was to determine radiochemical purity (RCP) in 99mTc-MIBI by an alternative method to that
described in international pharmacopeias. Paper chromatography (PC) and instant thin layer
chromatography (ITLC-SG) with ethyl acetate: methanol (8:2) as mobile phase and thin layer

chromatography (TLC-SG) with 0.9% saline were used. The results of % product, %99mTcO4' and
%99mTc02 obtained by TLC-RP were (97.98 + 0.07)%, (1.49 + 0.07)% and (0.53 £ 0.06)%, respectively. In
PC, 99MTcO4- and 99MTcO5 have Rf = 0.0 and the percentage of impurities was (2.70 + 0.33)%, while the
radiochemical purity was (97.31 £ 0.33)%. In ITLC-SG, only 99mT002 remains at the origin (R = 0,0) with
(0.69 + 0.08)%. However, since there was the interruption in the manufacture of ITLC-SG, it was necessary
to look for other stationary phases. In this work it was demonstrated that the quality control of 99mTc-MIBI
can be performed by PC (% Impurities) and TLC-SG (%99MTcO4-) as an alternative method for the
determination of radiochemical purity.
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1. Introdugao

Os radiofarmacos de Tecnécio-99m (99MTc) sao
amplamente utilizados para fins de diagnéstico
pelas propriedades fisicas favoraveis do
radiois6topo (emissor gama puro com meia vida
fisica de aproximadamente 6 horas). O

MIBI-99MTc (2-Metoxi Isobutil Isonitrila-99MTc) ¢
indicado para obtencdo de imagens de perfusédo
miocardica e acompanhamento de pacientes com
risco de infarto [1-4].

A determinagéo de pureza radioquimica (PRq) é
um importante parémetro de qualidade para
assegurar a eficacia e seguranga de seu uso in
vivo, uma vez que as impurezas radioquimicas
podem alterar a biodistribuicdo dos radiofarmacos
e fornecer imagens com baixa resolugdo causando
diagnostico incorreto [5]. Em geral, a PRq exigida
deve ser superior a 90%. As impurezas
radioquimicas decorrentes de marcagao

inadequada do 99MTc com o reagente liofilizado
MIBI sdo o pertecnetato (99MTcO4-) e o 6xido de

tecnécio (99MTc0O9) [2-4]. A determinagéo de PRq

do MIBI-99MTc nas farmacopéias internacionais
(americana e européia) envolve a utilizagdo de
método cromatografico em camada delgada em
fase reversa (CCD-FR) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). A cromatografia em camada
delgada de silica gel (CCD-SG), em que se inclui a
ITLC-SG (silica gel impregnada em fibra de vidro)
e cromatografia em papel (CP), sdo largamente
utilizadas na determinagcdo de PRg. ITLC-SG
apresenta maior facilidade em seu manuseio,
porém teve recentemente a sua produgao
descontinuada [4-6].

O objetivo deste estudo foi determinar a PRq no

MIBI-99MTc por método alternativo (CCD-SG e
CP) ao descrito nas farmacopéias.

2. Materiais e Métodos

O reagente liofilizado MIBI foi obtido do
IPEN-CNEN/SP. Acetonitrila, metanol, solugdo de
acetato de amdnio, tetraidrofurano, acetato de etila
foram obtidos da Merck (Alemanha) e solugao
salina 0,9% do IPEN. A agua foi purificada em
sistema Elix 10 da Milipore (Franga). O

pertecnetato de sddio (Na99mTcO4) foi obtido pela

eluicio de gerador de 99Mo/99MTc  do
IPEN-CNEN/SP. Todas as analises foram
realizadas em duplicata 30 e 60 minutos apdés a
marcagao com atividade de 55,5 MBq, medida no
calibrador de dose Capintec CRC-35R.

A amostra foi aplicada com capilar no suporte
cromatografico. Apds secagem, as fitas foram
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cortadas em segmentos de 1 cm (CCD-FR foi
cortada em segmentos de 0,5 cm). Os segmentos
foram colocados sequencialmente em tubos para
contagem em contador Gamma Cobra I,
PerkinElmer. As porcentagens de pureza
radioquimica e impurezas foram obtidas a partir
das Equacgbes 1 e 2:

(1)

% PRq =100 — (£ % Impurezas) (2)
em que Rs = fator de retardamento

2.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)
A determinacdo de pureza radioquimica do

MIBI-99MT¢ foi realizada utilizando-se os suportes
cromatograficos CCD-FR, CCD-SG e ITLC-SG. Na

CCD-FR foram determinados 99MTcO4- (R = 0,8
a 1,0), 99MTcO, (Rf = 0,0 a 0,1) e produto (Rf =
0,3 a 0,6) utilizando-se mistura de acetonitrila,

metanol, acetato de amoénio 0,5 mol L1 e
tetraidrofurano (4:3:2:1). Na CCD-SG (17,5 x 1,5

cm) foi determinada a porcentagem de 99MTcOy-
(Rf = 1,0) em NaCl 0,9% enquanto em ITLC-SG
(17,5 x 1,5 cm) foram determinadas as impurezas
9MTcOy- e 99MTcO, (R = 0,0) em mistura de
acetato de etila e metanol (8:2).

2.2 Cromatografia em papel (CP)

A determinagao de PRq do MIBI-99mTc por CP
foi desenvolvida utilizando-se papel Whatman 1MM
(WIMM 17,5 x 1,5 cm) para determinacédo das

impurezas 99MTcO4- e 99MTcOy (Rf = 0) em
mistura de acetato de etila e metanol (8:2).

2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE)
A analise foi realizada em ftriplicata no
cromatografo  Shimadzu, modelo  LC-20AT

Prominence (Jap&o), composto por duas bombas,
degaseificador modelo  DGU-20As5,  injetor

automatico de amostras modelo SIL-20A, coluna
cromatografica de fase reversa Shim-Pack
VP-ODS (250 x 4,6 mm, 5 ym), detector UV-visivel
modelo SPD-M20A e detector de radioatividade
Bioscan modelo B-FC-3300. Utilizou-se coluna
Shim-Pack VP-ODS (150 mm x 4,6 mm, 5 ym). 25
uL da amostra foram injetados na fase movel
constituida por acetonitrila, sulfato de aménio e

metanol (20:35:45) em fluxo de 1,5 mL min-1 e



gradiente linear de 15 minutos. A porcentagem de
PRq foi calculada utilizando-se o programa
LCSolutions da Shimadzu.

3. Resultados
Os valores de % PRg, %99MTcO4 e
%99MTcO, obtidos da andlise realizada conforme

método descrito nas farmacopéias por CCD-FR 30
e 60 minutos ap6s a marcagao estao apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados de % PRq para MIBI-99MTc obtida por
CCD-FR (valores expressos em média e desvio-padréo).

Suporte T(;"I‘r‘:)" % PRq %99MTcO4 - %99MTcO,
30 97,83£012  1,62£005  0,55+0,19
CCD-FR
60 97.98+007 1494007  0,53+0,06

O cromatograma do MIBI-99MT¢ obtido por
CLAE esta mostrado na Figura 1, onde (B) é a
ampliagcdo da regido compreendida entre 1 e 4
minutos do cromatograma (A).
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Figura 1. Cromatograma do MIBI-99MTc obtido por CLAE
Tabela 2. Resultados de tempo de retengéo na analise de
MIBI-99MT¢ obtidos por CLAE

Analitos Tempo de Retencao (min)
99MTcO4- 1,32
99mTc02 248
Pentamibi-99MTc 3,24
MIBI-99mTc 5,76

Os valores de % PRq e % impurezas obtidos por
CCD-SG (Tabela 3) e ITLC-SG e CP (Tabela 4), 30
e 60 minutos apds a marcagao estdo descritos a
seguir:

Tabela 3. Resultados de % PRq para MIBI-99MTc obtida por
CCD-SG (valores expressos em média e desvio-padréo).

Tempo o 99m -
Suporte (min) % PRq % TcOy
30 99,57 + 0,03 0,43 +0,03
CCD-SG
60 99,57 + 0,02 0,43 + 0,02
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Tabela 4. Resultados de % PRq para MIBI-99MT¢ obtida por
CP e ITLC-SG (valores expressos em média e desvio-padrao).

4. Discussao e Conclusao

Os métodos descritos nas farmacopéias
internacionais para controle radioquimico do
MIBI-99MT¢ sao CCD-FR e CLAE. Os resultados
de % produto, %99MTcO4- e %9I9MTcO, obtidos
por CCD-FR foram (97,98 = 0,07)%, (1,49 %
0,07)% e (0,53 = 0,06)%, respectivamente. Os
resultados obtidos atenderam ao estabelecido nas
farmacopéias americana e européia (> 95% de
PRq).

O método por CLAE tem o objetivo de
complementar a analise por CCD-FR. A estrutura

molecular do radiofarmaco MIBI-99MTc consiste

de um atomo de 99MTc e seis moléculas de MIBI
sendo denominado por alguns fabricantes de

Sestamibi-99MTc [1]. CLAE realiza a separacdo
entre o produto MIBI-99MTc e as impurezas por
diferengas de interagdo dos analitos com a coluna
cromatografica (tempo de retengéo). As principais
impurezas formadas na marcagdo do MIBI-99MT¢
sd0 99MTcO4-, 99MTcO, e Pentamibi-99MTc com
tempos de retengdo 1,32; 248 e 3,24,
respectivamente (Figura 1 e Tabela 2), sendo que

o Pentamibi-99MTc ¢ resultante da reagdo de
complexacdo com apenas cinco moléculas de
MIBI. A Farmacopéia estabelece que quando a
relacio do tempo de retencdo do produto

(MIBI-99MTc) e da impureza é cerca de 1,2, o pico
refere se ao Pentamibi-99MTc. Os tempos de
retencdo das impurezas 99MTcO4 e 99MTcO,

foram confirmados realizando-se a adigdo de
padrdo na analise cromatografica do produto.

Na CP, 99MTcOy4- e 99MTcOy possuem Ry

0,0 e a porcentagem de impurezas foi (2,70
0,33)%. A pureza radioquimica foi de (97,31
0,33)%.

A % 99MTcOy4- foi determinada por CCD-SG e o

resultado maximo foi de (0,43 + 0,03)% com boa
eficiéncia na separacao das espécies radioativas.
Em CCD com suporte ITLC-SG, somente

99mT002 permanece na origem (Rf = 0,0),

obtendo-se (0,69 + 0,08). Entretanto a produgao
deste suporte foi descontinuada, ndo sendo
possivel a utilizagdo deste método para determinar

a %99MTcO,.
Neste trabalho foi possivel demonstrar que o

controle de qualidade do MIBI-99MTc pode ser
realizado por CP (% Impurezas) e CCD-SG

(%99MTcO4-) como método alternativo ao descrito
nas farmacopéias.
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Tempo o o
Suporte (min) % PRq % Impurezas
30 99,32 + 0,08 0,69 + 0,08
ITLC-SG
60 99,29 + 0,04 0,71 £ 0,04
30 97,31 £0,33 2,70 £0,33
W1MM
60 98,99 + 0,04 1,01+ 0,04
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