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RESUMO
Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica

Universidade Federal de Santa Maria

CONTAMINANTES METALICOS EM CONTRASTES A BASE DE QUELATOS DE
GADOLINIO E REACOES DE TRANSMETALACAO

Autora: Marlei Veiga dos Santos
Orientadora: Profa. Dra. Denise Bohrer do Nascimento
Santa Maria, 18 de outubro de 2013.

O gadolinio (Gd) é a base do meio de contraste mais utilizado em ressonancia
magnética (RM). Por se tratar de um ion metélico muito toxico, todos os meios de contraste
com Gd possuem agentes quelantes em sua composicdo. As formulacbes de Gd estdo
comercialmente disponiveis em concentracdes de 0,5 e 1 mol L™, sendo estas, quase
exclusivamente, excretadas por via renal, sem produzir efeitos toxicos. Porém, em 2006, dois
grupos europeus independentes sugeriram uma relacdo entre a administracdo de complexos
gadolinicos e a ocorréncia de fibrose sisttmica nefrogénica (FSN) em pacientes com
insuficiéncia renal. A FSN é uma doenca grave, atribuida a reacdes de transmetalacdo do Gd
de seus complexos por metais endogenos. Neste trabalho, utilizaram-se técnicas de
espectrometria de absorcdo atdbmica, espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado e cromatografia liquida com detector de massa para investigar metais presentes
como impurezas e/ou contaminantes em cinco formulacGes de contrastes a base de Gd e suas
reacOes de transmetalacdo. Os resultados encontrados mostraram que outros metais, além do
Gd, estdo presentes nas formulacées, os elementos terras-raras (Sc, Y, La, Ce, Pr, Nd, Eu, Tb,
Dy, Ho, Er e Tm) e elementos como Al, As e Pb, sabidamente toxicos para o ser humano.
Para verificar a transmetalacdo, o complexo Gd-DTPA (Gadopentetato dimeglumina) foi
utilizado como modelo e verificou-se que, praticamente, todos os elementos presentes como
contaminantes nas formulac6es substituiram o Gd no complexo, ou seja, mesmo a presenca de
metais enddgenos como Cu e Fe, que ndo apresentariam potencial toxicolégico podem,

através da transmetalacéo, levar a presenca de Gd** livre.

Palavras-Chave: Contrastes a base de gadolinio, elementos terras-raras, transmetalacéo.
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METAL CONTAMINANTS IN CONTRAST OF GADOLINIUM CHELATES AND
TRANSMETALATION REACTIONS
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Santa Maria, October 18", 2013

Gadolinium (Gd) is the basis of contrast media most used in magnetic resonance
imaging (MRI). Because it is a very toxic metal ion, all Gd-based contrast media present
chelating agents in their composition. Gd-based formulations are commercially available in
concentrations of 1 and 0.5 mol L™, which are almost exclusively excreted by the kidneys
without producing toxic effects. In 2006, however, two European groups independently
suggested a link between the administration of gadolinium chelates and the occurrence of
nephrogenic systemic fibrosis (NSF) in patients with renal insufficiency. NSF is a serious
disease, which origin is attributed to transmetalation reactions between Gd and endogenous
metals. In this work, we used the techniques atomic absorption spectrometry, mass
spectrometry with inductively coupled plasma and liquid chromatography with mass detector
to investigate metals present as impurities and / or contaminants in five Gd-based contrast
formulations and their possible transmetalation reactions. The results showed that several
metals are present in the formulations, the rare earth elements (Sc, Y, La, Ce, Pr, Nd, Eu, Th,
Dy, Ho, Er and Tm) and others such as Al, As and Pb, notoriously toxic to humans. To
evaluate transmetallation reactions the Gd-DTPA complex (gadopentetate dimeglumine) was
used as template model. It was found that practically all elements present as contaminants in
the formulation are able to replace Gd in the complex. Even endogenous metals such as Cu
and Fe, which do not present any toxicological potential, may cause , due to transmetallation
reations, free Gd®* to be formed.

Keywords: Contrasts to gadolinium, rare earth elements, transmetalation.
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1. INTRODUCAO

O Gadolinio (Gd) é um elemento do grupo dos lantanideos e ocorre naturalmente em
minérios de monazita. Uma vez obtido como uma substéncia pura, 0 Gd pode ser utilizado na
producdo de contrastes, mas, para isso, ele deve estar complexado, devido a sua toxicidade
como metal livre. Entre os varios quelatos propostos como candidatos para a complexacdo do
Gd, estdo os complexos poliamino carboxilicos lineares ou macrociclicos que séo
termodinamicamente estaveis e cineticamente inertes, tendo osmolalidade e viscosidade
compativel ao sangue. Assim, estes sdo os quelatos mais frequentemente utilizados em
procedimentos clinicos de ressonancia magnética (RM) que utilizam o Gd.

A RM ¢ uma ferramenta de imagem ndo invasiva, que fornece resolucdo de contraste
entre os tecidos, baseada nas caracteristicas do hidrogénio presente nos mesmos. A
administracdo de meios de contraste em RM objetiva melhorar o contraste entre os tecidos no
corpo durante os procedimentos clinicos, visando ajudar a visualizar e identificar
anormalidades suspeitas (MAZZOLA, 2009). Os agentes de contraste a base de quelatos de
Gd, séo considerados seguros, no entanto, existem complica¢fes que devem ser reconhecidas,
para orientacdo e tratamento adequados (ELIAS Jr et al., 2008). Diversas pesquisas associam
0 uso deste tipo de contraste ao desenvolvimento de uma doenca dermatoldgica, a fibrose
sistémica nefrogénica (FSN), que ocorre em pacientes com insuficiéncia renal (COWPER et
al., 2000; GALAN; COWPER; BUCALA, 2006; COWPER; KUO; BUCALA, 2007,
MARCKMANN et al., 2007; BONGARTZ, 2007).

A associacao entre a FSN e contrastes a base de quelatos de Gd levou a Food and
Drug Administration (FDA) a recomendar aos fabricantes destes contrastes, a adicdo de um
aviso sobre a FSN na bula dos produtos. Os aspectos clinicos salientados sdo a presenca de
insuficiéncia renal crénica e o uso de altas doses de Gd (FDA, 2006).

Vaérios pesquisadores atribuem o desenvolvimento da FSN, em pacientes renais, a
excrecdo retardada do agente de contraste, de forma que o medicamento permanece maior
tempo no corpo do paciente, aumentando o risco de reacdes bioldgicas. Tais reacfes incluem
a transmetalacdo do Gd complexado por ions enddgenos, geralmente aumentados em pessoas
com insuficiéncia renal (GROBNER, 2006; BONGARTZ, 2007; PERAZELLA et al., 2007
PORT et al., 2008; HERMANN et al., 2008).
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Esta troca de metais ocorre devido a diferengas existentes entre as constantes de
estabilidades condicionais (Kcng) € cinéticas do Gd e dos ions endégenos com os ligantes
utilizados nos contrastes, que resultam na liberagdo de Gd**. Este é extremamente téxico e um
possivel causador de FSN (GROBNER, 2006; BONGARTZ, 2007; PERAZELLA et al.,
2007).

Tanto o Gd** quanto a maioria dos ligantes sdo toxicos; portanto, a presenca destas
especies livres na formulacdo farmacéutica também é uma questdo importante. Contrastes a
base de quelatos de Gd sdo fabricados a partir do 6xido de gadolinio. Verificou-se que este
Oxido apresenta diversas impurezas (BOHRER, 2012). Portanto, este trabalho foi realizado
com o objetivo de determinar os elementos presentes, como impurezas e outros possiveis
contaminantes, neste tipo de formulacdo farmacéutica, bem como verificar a possivel
transmetalacdo do Gd por estes elementos. Cinco contrastes a base de quelatos de Gd, Gd-
DTPA?, Gd-DOTAY, Gd-DTPA-BMA, Gd-DTPA-BMEA e Gd-BT-DO3A, disponiveis para
exames de RM, foram incluidos neste estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Relacao entre ressonancia magnética e fibrose sistémica nefrogénica

A ressonancia magnetica (RM) é hoje um método de diagnostico por imagem,
estabelecido na pratica clinica e em crescente desenvolvimento. Dada a alta capacidade de
diferenciar os tecidos, o espectro de aplicacdes estende-se a todas as partes do corpo humano
e explora aspectos anatdmicos e funcionais (MAZOLLA, 2009).

Resumidamente, a RM € o resultado da interacdo do forte campo magnético produzido
pelo equipamento com os prétons de hidrogénio do tecido humano, criando uma condicdo
para que se possa enviar um pulso de radiofrequéncia e, apés, coletar a radiofrequéncia
modificada, através de uma bobina ou antena receptora. Este sinal coletado é processado e
convertido numa imagem ou informacdo (MAZOLLA, 2009).

A intensidade das imagens obtidas por RM depende de varios pardmetros, dentre o0s
quais a densidade dos protons da dgua e os tempos de relaxa¢do nuclear (T1 e T2). Em geral,
a densidade dos prétons nos tecidos € muito baixa e, portanto, as imagens obtidas destes
tecidos apresentam um contraste pequeno. Desta maneira, torna-se necessario o uso de
substancias com a finalidade de realcar o contraste entre os tecidos normal e doente. Estas
substancias, denominadas meios de contrastes, funcionam aumentando a taxa de relaxacao
dos prétons da agua, devido ao seu elevado paramagnetismo. O gadolinio (Gd) é a base dos
meios de contrastes mais utilizada em procedimentos clinicos de RM (YAN et al., 2008;
MAZZOLA, 20009).

Em 2006, dois grupos europeus independentes sugeriram uma relacdo entre a
administracdo de complexos de Gd usados como meio de contraste em RM e a ocorréncia de
fibrose sistémica nefrogénica (FSN) em pacientes com insuficiéncia renal (GROBNER, 2006;
MARCKMANN et al., 2006). Vérias analises retrospectivas se seguiram e confirmaram esta
relacdo (SADOWSKI et al., 2007; BROOME et al., 2007; COLLIDGE et al., 2007,
KHURANA et al., 2007).

Grobner descreve o desenvolvimento da FSN, associado ao uso do contraste

Omniscan®, em cinco pacientes com insuficiéncia renal (GROBNER, 2006). Pacientes com
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esta doencga progressiva desenvolvem fibrose em vérios 6rgdos, podendo manifestar graves
contraturas das articulagfes secundérias a fibrose da pele. Os pacientes afetados apresentavam
insuficiéncia renal cronica e foram submetidos a angiografia por RM, com contraste
paramagnetico. Em outro artigo, a ocorréncia de FSN foi descrita em um grupo semelhante de
treze pacientes, também apos a administracdo de Omniscan® (MARCKMANN et al., 2006).

Outros estudos identificaram o desenvolvimento de FSN seguida as administracdes
unicas e multiplas de agentes de contraste a base de Gd, em que, nem sempre, foi identificado
um agente especifico. Quando um agente especifico foi identificado, 0 Omniscan® foi o mais
relatado, seguido pelo Magnevist® e OptiMARK®. A FSN também se desenvolveu apos a
administracdo sequencial de Omniscan® e MultiHance® e Omniscan® e ProHance®, porém,
ndo ha estudos suficientes para se saber se 0 grau de risco para o desenvolvimento de FSN € o
mesmo para todos os agentes. Ndo houve relatos de FSN em pacientes com funcdo renal
normal, ou com leve a moderada insuficiéncia renal (ELIAS Jr et al., 2008).

A associacdo entre a FSN e contrastes a base de quelatos de Gd levou a Food and
Drug Administration (FDA) a recomendar aos fabricantes destes contrastes, a adi¢cdo de um
aviso sobre a FSN na bula dos produtos. Os aspectos clinicos salientados sdo a presenca de
insuficiéncia renal cronica e o uso de altas doses de Gd (FDA, 2006).

Até agosto de 2013, aproximadamente 380 casos de FSN haviam sido descritos no
Registro Internacional de FSN da Universidade de Yale, nos Estados Unidos (ICNFDR, 2013).

2.2 O uso do gadolinio nos contrastes

O gadolinio (Z = 64 e M = 157, 25) é um elemento metélico pertencente aos
lantanideos com propriedades ferromagnéticas. Ocorre na natureza juntamente com outros 16
elementos, que s&o coletivamente conhecidos como elementos terras-raras (ETR). Eles
existem na forma de oxidos, carbonatos, silicatos e fosfatos e sdo encontrados em toda a
crosta terrestre em minerais como monazita, bastnaesite e apatita. O 6xido de gadolinio
corresponde de 0,7 a 4,0% das terras-raras presentes no mineral e a concentracéo total de ETR
nos minerais é de cerca de 4% (McGILL; MATHEY, 1993). O Gd é um elemento de dificil

extracdo do mineral que o contém, e apresenta-se como um cristal branco prateado, tem
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aplicacdes em componentes eletrénicos e, em medicina, é utilizado na forma de quelatos em
solugdes compostas para realce em exames de imagem (ELIAS Jr et al., 2008).

Por ser um metal, 0 Gd deve estar na forma idnica (Gd**) para se dissolver na agua e
funcionar como meio de contraste, entretanto, 0 Gd** livre é muito téxico e pode precipitar
em vérios tecidos (PERAZELLA et al., 2007). Sendo assim, todos os meios de contraste
contendo Gd possuem quelantes na sua composic¢éo, existindo duas categorias estruturais: as
macrociclicas, que possuem o Gd** localizado no interior da molécula, dificultando sua
liberacdo e conferindo maior protecédo, e as lineares, mais instaveis. Quanto a carga, podem
ser ionicas e ndo idnicas (RUNGE, 2001).

O fon Gd** tem o maior nimero possivel de elétrons desemparelhados (configuragdo
eletronica de valéncia 4f"), fato que o torna o mais paramagnético entre os fons estaveis dos
metais. Além disso, a relaxacdo lenta do spin eletronico do Gd** é um fator favoravel
adicional, como também a alta estabilidade termodindmica e cinética que esses compostos
apresentam, pois possibilita menor dissociagéo entre o ligante e o metal no interior do corpo
(TOTH et al., 1996; YAN et al., 2008; PORT et al., 2008; HERMANN et al., 2008; PARIS et
al., 2006; MAZZOLA, 2009).

Os nove complexos de Gd predominantemente utilizados como agentes de contraste
séo mostrados na Figura 1.
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Gd-DOTA Gd-HP-DO3A Gd-BT-DO3A
Dotarem® ProHance® Gadovist®
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MS-325

Figura 1 - Agentes de contraste clinicamente utilizados. Apenas as partes que contém Gd sdo mostradas em vez
de uma formula quimica completa; moléculas de agua coordenadas (1 em todos os casos) foram omitidas para
maior clareza (HERMANN et al., 2008).



E suas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais dos quelatos de Gd atualmente disponiveis comercialmente para RM.
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] N ] A
Composto Abreviatura ome_ Companhia Estrutura . no,
comercial disponivel
G.adopenta.1t0 Gd-DTPA I\/Iagnev!st®/ Schering, Linear/ 16nica 1988
dimeglumina Magnevistan®  Alemanha
Gadoterz.;lto Gd-DOTA Dotarem® Guebert, I\{Ia.croucllca/ 1989
meglumina Franca IOnica
. Gd-HP- Bracco, Macrociclica/
Gadoteridol DO3A ProHance® alia NZo iBnica 1992
L Gd-DTPA ] GE, Reino Linear/ Ndo
Gadodiamida BMA Omniscan® Unido Snica 1993
] -DTPA ] ) .
Gadoversamida CB;gl\/l A OptiMARK® Tyco, EUA  Linear/ I6nica 1999
Gd-BT- . Schering, Macrociclica/
Gadobutrol DO3A Gadovist® Alemanha NZo idnica 2001
Gadobenato Gd-BOPTA Multihance®  raceo Linear/ 16nica 2004
dimeglumina Italia
Acido Gadoxetic Gd-EOB Primovist®/ Schering, i o
sal dissodico DTPA Eovist® Alemanha Linear/ lonica 2004
G_a d(?quveset MS325 Vasovist® Schering, Linear/ I6nica 2005
trissodico Alemanha

Adaptada de BOHRER, 2012.

2.2.1 Oxido de Gadolinio

O o6xido de gadolinio (Gd,O3) € utilizado na fabricagdo de meios de contraste, este

oxido é proveniente de minerais terras-raras. Entre os principais minerais de terras-raras, que

apresentam interesse econdmico, podem ser citados: monazita, bastnaesita e xenotimio. A

monazita € essencialmente um ortofosfato de lantanideos [Ln(PO,4)], onde predominam 0s

elementos leves (La, Ce, Nd, Pr e Sm). A bastnaesita é um fluorcarbonato [LnCO3F],

contendo os elementos leves (La, Ce, Nd e Pr) e o xenotimio é um fostato de Y [YPO,], onde
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predomina os elementos pesados (Er, Dy, Gd e Yb). Na Tabela 2 observa-se a composicéo
percentual de lantanideos nos principais minerais (VIEIRA; LINS, 1997).

Tabela 2 - Percentual de lantanideos, itrio e torio dos principais minerais.

Elemento Monazita Bastnaesita Xenotimio
La 23 32 -
Ce 46 50 -
Pr 5 4 -
Nd 19 13 -
Pm - - -
Sm 3 0,5 1,2
Eu 0,1 0,1 0,01
Gd 1,7 0,15 3,6
Tb 0,16 - 1,0
Dy 0,5 0,12 7,5
Ho 0,09 - 2,0
Er 0,13 - 7,5
Tm 0,01 - 1,25
Yb 0,06 0,015 6,0
Lu 0,006 - 0,63

Adaptada de VIEIRA; LINS, 1997.

Como pode ser observado na Tabela 2, varios ETR estdo presentes no mesmo mineral.
A separacdo dos ETR representa um dos problemas mais dificeis da quimica inorganica. Os
métodos utilizados para a separacdo sdo geralmente pouco eficientes, devido a grande
semelhanga das propriedades fisicas e quimicas que estes elementos possuem entre si (LEE,
1999).

Os métodos classicos de separacdo exploram as pequenas diferencas nas propriedades
bésicas, na estabilidade ou na solubilidade de seus compostos. Os métodos de separacdo mais
utilizados atualmente incluem a separagdo por troca idnica e a separacdo por extracao liquido-
liquido (McGILL; MATHEY, 1993).
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O processo de separacdo dos ETR inicia pelo aquecimento do minério com soda
caustica, para dissolver os fosfatos e deixar que os ETR precipitem como hidréxidos, que
posteriormente sdo dissolvidos em acido cloridrico ou nitrico. Seguem-se, entdo, sucessivos
passos de separacdo, usando tanto procedimentos de extracdo liquido-liquido, quanto solido-
liquido (troca ibnica). Embora o processo atual possa produzir todos os ETR individuais com
pureza >99,999%, evidentemente isso tem um alto custo no produto final. Sendo assim, cada
elemento individual de ETR, raramente contém menos de 5 ppm dos outros e o nivel usual de
pureza € 99,99% (McGILL; MATHEY, 1993).

A Figura 2 mostra o principio da separacdo dos ETR, originalmente proposto pela
empresa Rhone-Poulenc, em que, para uma separacdo bem sucedida, sdo necessarias mais de

1000 unidades de separacdo, utilizando diferentes agentes extratores.

[@j Sodiu_m hydroxide
solution

Storage of
radioactive Reaction in
waste autoclave

Treatment of 8 & Trisodi
cadasehiva Filtration risodium phosphate
waste air
’ s droxides
Dissolution in Dissolution in
hydrochloric acid nitric acid
Separation Separation Thorium
non-RE/RE/Th non-RE/RE/Th nitrate
{Th-Purification
Separation Conversion
La, Ce, Pr,Nd/Sm, Eu, Gd... Cl"/NO3
Tho,
99.9%
: La,0 Separation
I h 2Y3
RE chlorides 99,995% —|La/Ce,Pr,Nd,Sm...
— RE fluorides
= RE oxides Ce0, Separation
Polishing agent 99.5% Ce/Pr,Nd,Sm,Eu...
—= RE carbonates l
YWY Separation
Didymium
Kiijdiiiie Pr,Nd/Sm, Eu, Gd...
RE chlorides
Pr¢Oy Separation Separation
96% Pr/Nd ‘ Sm, Eu/Gd, Tb...
Nd 0,
Mischmetal 96%

——= Gd,0; 99.99%
Sm,0; Separation — Tb,0; 99.9%
96% |Sm/Eu

Eu,04
99,99%

L Y,0; 99.99%

Figura 2 - Processo Rhone-Poulenc de extracdo liquido-liquido para a separacdo de ETR. (McGILL; MATHEY,
1993).
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A Tabela 3 mostra as impurezas presentes nos 0xidos de gadolinio comercializados

por 5 empresas diferentes.

Tabela 3 - Impurezas em dxido de gadolinio utilizado para produzir os meios de contraste fornecidos por
diferentes empresas.

Empresa fornecedora 1 2 3 4 5
Gd,03 > 99,99% 99,995% 99,5% 99,99% 99,99%
Impurezas %

Oxidos restantes 1
La,O3 - 0,05 - 0,0005

CeO, 0,06 0,01 - 0,001

PrgO1; 0,08 0,01 - 0,001

Nd,O3 0,11 0,05 - 0,001

Sm,0; 0,06 0,05 0,03 0,003

Sc,03 0,03 - - -

Eu,03 0,03 0,01 0,05 0,003

Th,0O7 - 0,1 0,05 0,0005

Dy,03 0,09 0,05 0,02 0,0005

Ho,0; 0,24 0,01 - 0,0005

Er,O3 0,03 0,05 - 0,0005

Tm,03 - 0,05 - 0,0005

Yb,03 0,02 0,1 0,02 0,0005

Lu,04 0,05 0,05 - 0,0005

Y203 0,005 0,05 - 0,0005

Fe,0; - 0,05 0,01 0,0005 <0,1
SiO; - - 0,05 0,005 -
CaO - 0,05 0,005 0,005 <0,2
CuO - - - 0,0005 -
PbO - - - 0,0005 -
NiO - - - 0,001 -
Cr,03 - - - - <0,05
Co304 - - - - <0,05
Cloretos - - - 0,02 -

1: GFS; 2: Molycorp; 3: Baotou. 4: Metall.com; 5: Treibacher; - : ndo informada
Adaptada de BOHRER, 2012.
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Como se pode observar na Tabela 3, o dxido de gadolinio apresenta como impurezas
ndo somente Oxidos de ETR, mas também outros 6xidos metalicos, como o dxido de ferro.

Em geral, formulagbes de agentes de contraste sdo altamente concentradas
(0,5-1,0 mol L™ de Gd), de modo que, em média, cerca de 1,2 g de Gd é administrada a um
paciente para um exame por RM em cada dose (KUNNEMEYER et al., 2009). A Tabela 4
ilustra 0 peso molecular e a dose usual permitida para cada tipo de contraste a base de Gd
disponiveis comercialmente, mostra também as massas de ambos, ligante e Gd, em uma dose
de cada agente de contraste (considerando-se o valor maximo) administrado a um paciente (70
kg). Para os compostos mais pesados, a quantidade do ligante esta em torno de 13-20 g e, para
0 Gd, a quantidade pode chegar a 3,3 g. Com estes valores, e considerando a via de
administracdo, as impurezas presentes neste tipo de medicacdo podem possuir valores
significativos. Nas Tabelas 5 e 6 sdo apresentadas as somas de outros ETR e também de
outros metais presentes como impurezas. Estas impurezas seriam administradas juntamente
com a dose de cada um dos agentes de contraste a base de Gd (como calculado na Tabela 4) a
um paciente adulto (70 kg). Os valores foram estimados, considerando os niveis certificados
de impurezas, em oOxidos de gadolinio disponiveis comercialmente, apresentados pelas cinco
diferentes empresas (Tabela 3) (BOHRER, 2012).
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Tabela 4 - Algumas caracteristicas dos quelatos de gadolinio disponiveis comercialmente: peso molecular, componentes da formulagdo, dosagem usual, LD50, quantidade
calculada de Gd-quelato e de Gd livre considerando a maior dose de cada contraste para um paciente adulto (70 kg)

Peso . Dose Quantidade de Quantidade _ LDso,
Nome Outros constituintes o . intravenoso
Composto . Molecular x permitida ligante por dose  de Gd por dose
comercial (g molY) da formulacéo (mmol kg™) (mmol) e (q) (mmol) e (q) em ratos
g g g g (mmol kg')
5 .
Gadopentetato 1 neviste 938 02%deDTPAlIVIE o) g3 25218/19,689 20998/3302  5-6
dimeglumina (2 mmol/L)
Ca-DTPA-BMA
- . 5%
Gadodiamida Omniscan® 573,66 Na-DTPA-BMA (25 0,1-0,3 28,931/12,047 20,998/ 3,302 5-8
mmol/L)
Ca-DTPA-BMEA
Gadoversamida OptiMARK® 661,77 Na-DTPA-BMEA 0,1 9,183/4,633 7,001/1,101 25-28
(50 mmol/L)
Gadobenato MultiHance® 1058,2 005-01  8221/7,407  7,001/1,101 5,8
dimeglumina
Acido Gadoxetic  Primovist/ 4,5 5, Ca-EOB-DTPA 8936/5080  7,001/1,101 75
sal dissodico Eovist®® Na-sal
Gadofosveset : Fosverset ligante *
trisédio Vasovist® 976 (0,325 mmol/L) 0,01-0,05 4,172/3,416 3,497 /0,550
Gadoterato 97,6 mg/mL
X Dotarem® 558,64 meglumina 0,1-0,2 19,485 /7,821 13,996 / 2,201 11
meglumina
0, - -
Gadoteridol ProHance®  558,7 0,1% Ca-HP-DO3A 0,1-0,2 19,485 /7,822 13,996 / 2,021 12
(0,5 mmol/L)
Ca-HP-DO3A + 2.9
Gadobutrol Gadovist® 604,72 Na-HP-DO3A 0,1-0,3 28,379/12,699 20,998/ 3,302 30
(Immol/L)

*A letalidade foi observada em roedores apds a administracao intravenosa Unica, em dose de duas ordens de grandeza maiores do que a dose prevista para seres humanos que
é de 0,3 mmol kg™. Adaptada de BOHRER, 2012.
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Tabela 5 - Quantidade de outros ETR presentes como impurezas em uma dose de cada contraste para um paciente adulto (70 Kg), assumindo os niveis de impurezas presentes
no certificado de analise do 6xido de gadolinio de empresas diferentes (Tabela 3).

Gd por Gd por i
Contraste/nome Dose usual P P ETR impureza por dose (mg)
" ( 1Kg) dose dose
comercia MMOI/Kg Empresa 1 Empresa 2 Empresa 3 Empresa 4 Empresa 5
(mmol) ) p p p p p
Magnevist®
Ominiscan®
_ 0,1-0,3 21 3,3 26,6 21,1 5,6 0,45 33
Gadovist®
ProHance® 0,1-0,2 14 2,2 17,7 14,1 3,7 0,30 22
OptiMARK® 0,1 7 1,1 8,9 7,0 19 0,15 11
Primovist®/Eovist®
) 0,05-0,1 7 11 8,9 70 19 0,15 11
MultiHance®
Vasovist® 0,01- 0,05 21 0,55 4.4 3,5 0,9 0,07 55

Adaptada de BOHRER, 2012.
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Tabela 6 - Quantidade de impurezas (que ndo sdo ETR) considerando uma dose de cada contraste para um paciente adulto (70 kg), assumindo os niveis de impurezas
presentes no certificado de analise de 6xido de gadolinio originado de diferentes companhias (Tabela 3)

Contraste Dose usual ~ Gd por ETR impureza por dose (mg)
(mmol/Kg)  dose(g) Impurezas Empresa 1 Empresa 2 Empresa 3 Empresa 4 Empresa 5
Fe,0s - 1,7 0,3 0,02 33
CaO - 1,7 0,17 0,17 6.6
SiO; - - 1,7 0,17 -
Magnevist® CuO - - - 0,02 -
Ominiscan® PbO - - - 0,02 -
Gadovist® 103 >3 NiO - - - 0,03 .
Cr,0; - - - - 1,7
Co030, - - - - 1,7
Cloreto - - - 0,66 -
Fe,03 - 1,1 0,2 0,01 2,2
CaO - 11 0,1 0,11 4,4
SiO; - - 1,1 0,11 -
CuO - - - 0,01 -
ProHance® 0,1-0,2 2,2 PbO - - - 0,01 -
NiO - - - 0,02 -
Cr,03 - - - - 11
Co30, - - - - 11
Cloreto - - - 0,44 -
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Continuacdo Tabela 6

Contrast Dose usual Gd por ETR impureza por dose (mg)
ontraste
(mmol/Kg)  dose(g) Impurezas Empresa 1 Empresa 2 Empresa 3 Empresa 4 Empresa 5
Fe,O4 - 0,6 0,1 0,01 11
CaOo - 0,6 0,05 0,06 2,2
) SiO, - - 0,55 0,06 -
OptiMARK®
CuO - - - 0,01 -
Primovist®/ 0,1
) 11 PbO - - - 0,01 -
Eovist® 0,05-0,1 )
NiO - - - 0,01 -
MultiHance®
Cr,04 - - - - 0,5
Co30, - - - - 0,5
Cloreto - - - 0,22 -
Fe,O4 - 0,3 0,06 0,006 0,6
CaO - 0,3 0,3 0,03 11
Sio, - - 0,03 0,03 -
CuO - - - 0,006 -
Vasovist® 0,01-0,05 0,55 PbO - - - 0,006 -
NiO - - - 0,01 -
CI’203 - - - - 0,3
C0304 - - - - 0,3
Cloreto - - - 0,11 -

Adaptada de BOHRER, 2012.
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Os valores apresentados na Tabela 5 revelam que a quantidade dos outros ETR pode
ser maior que 30 mg e varia de acordo com a origem da matéria-prima. No entanto, apesar das
quantidades de impurezas no total serem elevadas, principalmente para estes elementos, que
sdo todos téxicos (tdo toxicos quanto o Gd), uma vez que eles apresentam comportamento
quimico semelhante ao Gd. Isto significa que, dada a estabilidade entre eles, a diminui¢do do
efeito toxico é conseguida através de quelacdo. A Figura 3 mostra as constantes de
estabilidade dos quelatos de ETR. As constantes de estabilidade dos complexos de ETR-
DTPA, um dos ligantes usado na fabricacdo de contraste, sdo tao elevadas quanto a constante
estabilidade deste ligante com Gd, 0 que garante a presenga dessas impurezas na mesma
forma que o Gd, como um quelato.

22
[ __oDCTA

o O/O
O—O-—O—o —\8‘050\
I — —5— - DTPA
r o g o-8EDTA
8/0

L o /o—0~o_o_o_°,o’
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6" g _ o0 HEDTA
N
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Figura 3 - Constantes de estabilidade K para alguns quelatos de terras-raras (McGILL; MATHEY, 1993).
---- Posicdo do itrio.

Apesar da possivel contaminacdo com outros ETR, o principal problema associado aos
contrastes a base de Gd € a liberacdo de Gd* e, consequentemente, do ligante livre, seja na
formulacdo, ou in vivo. A Farmacopeia Americana (USP, do inglés The United States
Pharmacopeia) estabelece em suas monografias limites para o Gd livre, onde sdo listados

quatro contrastes a base de Gd (0,3% de Gd livre, maior concentracdo aceita, para 0
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gadodiamida) e para os ligantes livres ou compostos relacionados (2,0% também para
gadodiamida). A Tabela 7 mostra as impurezas aceitas e 0s seus limites para os contrastes de
Gd, baseado na USP. Como citado anteriormente, quelatos de Gd séo regidos por um
equilibrio termodinamico entre Gd**, ligante e o complexo, o que define a quantidade de Gd**
e ligante livre gerados pela dissociacdo do complexo. Devido a toxicidade do Gd*" e também
da maioria dos ligantes, a presenca destas espécies livres na formulagdo farmacéutica é uma
questdo importante. A dose tipica para a maioria dos contrastes a base de Gd é 0,1 mmol kg™,
sendo a razdo Gd/ligante 1:1. A dose tem a mesma quantidade de Gd (0,1 mmol kg™). A DLso
para Gd** livre, quando administrado GdCl; em ratos, é de 0,3 mmol kg™, ou seja, apenas 3
vezes maior do que a dose usual em humanos (BOUSQUET et al., 1988).

Tabela 7 - Limites para impurezas em alguns agentes de contraste a base de Gd.

Composto Gd livre Sol_vente Metais Outras Impurezas
residual pesados
Acido dietileno
Acetona 0,2% triamino penta-acético
Alcool bismetilamida 0,7%
Gadodiamida 0.3% isopropilico Metilamina 0,05%
(Omniscan®) ’ 0,2% Compostos relatados
Alcool etilico (AeB)2,0%
0,2% Outras impurezas
0,5%
Gadopentetato Acido penta-acético
dimeglumina - - 0,002%
(Magnevistan®) 0,027%-0,04%
Compostos relatados:
. A 0,02%
el oo
C0,1%
Matéria particulada
Alcool 2-metoxietilamina
isopropilico glg(ﬁ id
Gadoversamida 0,05% 0,1% Cgmopt;ztrgé r?elatadOS'
(OptiMARK®) ' Acetonitrila A 10% '
,U70
0,025%

B 0,5%
Matéria particulada

Adaptada de USP, 2008.
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2.2.2 Relacgdo entre estrutura quimica e estabilidade dos complexos de Gd

A estabilidade termodindmica dos complexos de Gd origina-se, essencialmente, da
interacdo eletrostatica entre o fon Gd** e os grupos doadores dos ligantes poliamino
carboxilicos. Trés fatores estruturais influenciam a estabilidade termodindmica dos complexos
de Gd (KUMAR et al., 1995): (1) A basicidade do suporte polimérico; (2) o nimero de anéis
de cinco membros (N-Gd-N e N-Gd-O) formados entre o metal e os varios atomos doadores
do ligante; (3) o efeito macrociclico, que esta relacionado com o tamanho da cavidade do anel
do quelato e, também, a pré-organizacdo, rigidez e conformacdo do ligante. Ligantes
macrociclicos parecem mais adequados para a complexacdo do fon Gd**, porque estes ligantes
apresentam uma cavidade interna que permite que eles possam envolver-se em torno de Gd**
(DESREUX, 1980). Estes aspectos estruturais tém maiores consequéncias para a estabilidade
termodinamica do quelato.

Quelatos macrociclicos sao caracterizados por diferentes constantes termodinamicas,
que podem ser correlacionadas com a sua estrutura quimica iénica ou ndo idnica. Desta
maneira, as interagdes eletrostaticas entre o metal e os ligantes, seriam diminuidas se os
grupos ionizaveis, dos anéis macrociclicos, fossem substituidos por grupos ligantes ndo
ionizaveis, como exemplo, a constante de estabilidade do Gd-DOTA (Dotarem®), que é 2-4
vezes maiores que a dos complexos macrociclicos ndo idnicos, Gd-HP-DO3A (ProHance®) e
Gd-BTDO3A (Gadovist®) (Tabela 8). Esta diferenca € consequéncia direta de que quanto
maior a carga negativa do ligante DOTA*, maior a interacdo eletrostatica entre ligante e metal
(TOTH et al., 1994).

Quelatos lineares, por definicdo, ndo se beneficiam do efeito macrociclico, sendo o
namero de anéis de cinco membros (N-Gd-N e N-O-Gd) reduzido de oito nos ligantes
macrociclicos, para seis nos de cadeia aberta. Isto explica a diferenca observada em termos da
estabilidade termodinamica, entre os complexos idnicos de cadeia aberta Gd-DTPA
(Magnevistan®), Gd-EOB-DTPA (Primovist®), MS325 (Vasosvist®), Gd-BOPTA
(MultHance®) e o complexo iénico macrociclico Gd-DOTA (Dotarem®) (Tabela 8).



Tabela 8 - Caracteristicas fisico-quimicas dos contrastes para RM disponiveis comercialmente.
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Gd-EOB- ; Gd-DTPA-
Gd-DTPA- Gd-BOPTA Gd-DTPA- Gd-HP- Gd-BT-
DTPA MS325 BMEA.- Gd-DOTA
gadopentetate o Gadobenate BMA- ~ DO3A- DOA3
Contrastes ) ] Acido ) ) Gadofosveset o gadoversami ) gadoterate
dimeglumine ) dimeglumine o gadodiamide gadoteridol gadobutrol ]
gadoxetic, sal Sal trissédico de meglumine)
dissodico
Magnevist® ) )
Nomes Primovist® ) ) ) ] Dotarem®
o Magnograf® ) MultHance®  Vasovist® Omniscan®  OptiMARK® ProHance® Gadovist® ]
Comerciais* ] Eovist® Artirem®
Viewgam®
Concentracdo (M) 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 1,0 0,5
Ca-EOB- Ca-DTPA- Ca-DTPA- [Ca-HP- Ca-BT-
) Fosveset
DTPA livre DTPA (sal BMA BEMA DO3A], DO3A
Formulacéo o - (0,325mmol/ . . o . -
(Immol/L) trissédico) 0 (sal Na") (sal Na") (sal Ca™) (sal Na")
(1,5mmol/L) (25mmol/L) (50mmol/L) (0,5mmol/L)  (Immol/L)
Quelato (excesso) 0,4 mg/mL - 0 mg/mL - 12 mg/mL 284 mg/mL  0,23mg/mL - -
Estrutura Linear/ Linear/ Linear/ Linear/ Linear/ Linear/ Macrociclica  Macrociclica M ol
acrociclica
Quimica Cadeia aberta Cadeia aberta Cadeia aberta Cadeia aberta Cadeia aberta Cadeia aberta
Carga di-ibnica di-iénica di-iénica tri-idnica ndo ibnica ndo ibnica n&o ibnica n&o ibnica ibnica
l0g Kiherm 22,1 23,5 22,6 22,6 16,9 16,6 23,8 21,8 25,6
log Keona PH7,4 17,7 18,7 18,4 18,9 14,9 15,0 17,1 14,7 19,3
Estabilidade “ baixa média média média baixa baixa alta alta alta
Osmolalidade
(mOsm/kgH,0 a 1960 688 1970 825 789 1110 630 1603 1350
37°C)

Tabela adaptada de ELIAS Jr et al., 2008, IDEE et al., 2006 e Laurent et al., 2006, PORT et al., 2008, KARAM, 2008; BOHRER, 2012.
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Como os atomos doadores ndo iénicos sdo menos bésicos e, portanto, ligados mais
fracamente do que os &tomos doadores idnicos, comparando o Gd-DTPA (Magnevistan®) ao
Gd-DTPA-BMA (Omniscan®) e ao Gd-DTPA-BMEA (OptiMARK®), percebe-se que a
substituicdo de dois grupos carboxilicos anidnicos, do Gd-DTPA, por um grupo amida ndo
ibnico, coordenado ao atomo de Gd, através o oxigénio do grupo neutro carbonila em Gd-
DTPA-BMA e em Gd-DTPA-BMEA, resulta numa diminuigcdo de 3 vezes, na estabilidade
dos complexosa (BRUCHER; SHERRY, 2001 apud PORT et al. 2008).

2.2.3 Constante de estabilidade termodinamica

Por definicdo, como o Gd no contraste estd quelado, existe um equilibrio
termodinamico entre o metal [M], o ligante [L] e o complexo [ML]:

[M] +[L] = [ML] (1)

A estabilidade dos complexos de Gd** é expressa em termos de 10g Kinerm, onde Kinem
é a constante de estabilidade termodinamica, que € definida como: K em= [ML]/[M]X[L].
Porém, o método mais adequado para comparar a estabilidade dos diferentes quelantes é pelo
uso da constante de estabilidade condicional em pH 7,4 (log Kgong), que considera as
constantes de protonacio do ligante e descreve o equilibrio no pH fisiolégico (IDEE et al.,
2006). Esta constante é definida como: K ¢ong=K therm X [L]/ Lt.. Onde Lt é a concentracao
total do ligante ndo complexado, ou seja, {L + [HL] +[H.L]...}, onde [HL] e [H,L] séo as
formas protonadas do ligante livre.

Uma vez que a constante de estabilidade termodinamica informa a afinidade do Gd**
pelo ligante, quanto mais elevada a constante, mais estavel é o complexo e menor a
quantidade de Gd e ligante livres.

Como o objetivo inicial de predizer a relacdo entre as constantes termodindmicas e a
toxicidade dos contrastes, alguns autores (CACHERIS et al., 1990; SARKA et al., 2000),
realizaram estudos baseados em modelos sintéticos de plasma sanguineo, onde utilizaram a
constante de seletividade log Kgy. Estes modelos tentaram simular o equilibrio no plasma

sanguineo, onde foram incorporados certos cations endégenos como H*, Ca?*, Cu*" e zn**
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(ferro ndo foi considerado) e outros componentes tais como: citrato, aminoécidos e albumina
(fosfato ndo foi considerado). No entanto, a aplicabilidade de modelos tedricos de equilibrio
com base em constantes de seletividade € limitada por varios fatores, como: (1) a
incapacidade de simular todos os equilibrios que ocorrem in vivo, para definir uma modelacédo
relevante do plasma; (2) a ndo consideracdo dos aspectos cinéticos relacionados a
descomplexacdo e transmetalacéo.

2.2.4 Estabilidade associada a cinética de descomplexacdo e transmetalacéo

A transmetalacdo é uma reacdo de troca de metais, que vem sendo relacionada a
liberacdo de Gd** in vivo, enquanto a presenca do Gd livre estd sendo associada ao
desenvolvimento FSN (GALAN et al., 2006; MORCOS, 2008; AGUILERA; AGUSTI, 2011).

A estabilidade dos complexos de Gd é o que determina o processo de transmetalacéo.
Este é facilitado pelo zinco, cobre, ferro, célcio ou &cidos endégenos, que liberam Gd**, pois
desestabilizam tais complexos. O Gd*" é pouco sollvel e pode formar precipitados com
anions enddgenos (fosfatos, citratos, hidroxidos e carbonatos), sendo depositados nos tecidos,
e entdo fagocitados por macréfagos que produzem citocinas. Algumas, com fator
transformador de crescimento (TGF- B), sdo particularmente fibrogénicas (GROBNER, 2006;
GALAN et al., 2006; MORCOS, 2008). O fator TGF- B é uma proteina que controla a
proliferacdo, diferenciacdo celular e outras fun¢des na maioria das células.

Estudos in vivo, utilizando ratos, apoiam a hipotese de que a estabilidade dos quelatos
de Gd esta correlacionada com a sua liberacdo e ao seu depdsito nos tecidos, principalmente
na pele (SIEBER et al., 2008).

Constantes de estabilidade termodinamica elevadas, determinadas em agua, ndo sao
condicdes suficientes de estabilidade in vivo (TWEEDLE et al., 1991). Sendo assim, torna-se
necessario outro parametro para compreender a relagdo de dissociagdo in vivo. Este parametro
importante € a estabilidade cinética, descrita:

(1) a cinetica da descomplexacdo do complexo Gd-ligante correspondente a uma
reacao de dissociagao espontanea, representada por:

GdL = Gd** + L (2)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diferencia%C3%A7%C3%A3o_celular
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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(2) a cineética de transmetalacdo do quelato de Gd por metais endogenos (em particular
Ca?*, Cu*" e Zn*") correspondente com a reagéo:

GdL + [M]* = Gd** + [ML]” (3)

Em pH 7,4, as taxas de dissociagdo de complexos de Gd sdo baixas. J& em solu¢des
acidas, os complexos dissociam-se mais rapidamente (BRUCHER, 2002). Consequentemente,
a taxa de dissociacdo espontanea do complexo de Gd** foi estudada através da medicio da
meia-vida de seus complexos a pH 1,0. Verificou-se que os quelatos macrociclicos
apresentam meia-vidas mais longas que os quelatos lineares. No entanto, valores diferentes
tém sido relatados na literatura (KUMAR et al., 1993; TWEEDLE, 1992; WEDEKING et al.,
1992; PULUKKODY et al., 1993). Uma vez que os valores de meia-vida (ty2) dependem das
condigBes experimentais utilizadas e do método de ensaio, os valores de ty;, para 0S cCoOmpostos
macrociclicos, comercializados atualmente, foram determinados seguindo um protocolo
comparativo e rigoroso (ensaio arzenazo). Nessas condi¢bes, Port e colaboradores
determinaram a estabilidade cinética e as ty, e verificaram que, para os trés quelatos
macrociclicos, Gd-DOTA (gadoterate), Gd-BT-DO3A (gadobutrol) e Gd-HP-DO3A
(gadoteridol) analisados em condic¢des semelhantes ( pH 1,2 a 37 °C) os resultados para ti,
foram respectivamente 85, 18 e 4 horas. A estabilidade cinética dos quelatos macrociclicos foi
classificada na seguinte ordem: Gd-DOTA/Dotarem®> Gd-BT-DO3A/Gadovist® > Gd-
HPDO3A/ProHance®, como esperado, a cinética encontrada foi mais rapida a 37 °C do que a
25 °C (Tabela 9). Por outro lado, os autores consideraram que ndo ha como diferenciar o0s
agentes de contraste macrociclicos, devido a intrinseca variabilidade bioldgica e a falta de

modelos in vivo disponiveis até 0 momento.

Tabela 9 - Valores de meia-vida (t1/2) de dissociacdo para complexos macrociclicos de Gd.

ti (h)
pH12(37°C) pH10(37°C) pH10(25°C)
Gd-DOTA (gadoterate) 85 26,4 338
Gd-HP-DO3A (gadoteridol) 4 2,0 3,9
Gd-BT-DO3A (gadobutrol) 18 79 43
Complexos de cadeia aberta N/D N/D <bs

N/D ndo disponivel. Adaptada de PORT et al., 2008.
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H& na literatura um método relaxométrico in vitro validado para avaliar,
quantitativamente, a liberacdo de Gd** de seus complexos na presenca de Zn** em pH 7,4
(LAURENT et al., 2001). Foi proposto pelos autores que esta abordagem pode ser utilizada
para determinar trés classes de complexos de Gd: (a) quelatos macrociclicos, caracterizados
por elevada estabilidade cinética (Gd-DOTA/Dotarem®, Gd-HP-DO3A/MultHance® e Gd-
BT-DO3A/Gadovist®); (b) quelatos ibnicos de cadeia aberta, para os quais a estabilidade
cinética é moderada, e conduz a descomplexacgdo significativa na presenca de Zn** (Gd-
DTPA/Magnevistan®, Gd-EOB-DTPA/Primovist®, Gd-BOPTA/MultHance® e
MS325/Vasovist®); (c) quelatos ndo idnicos de cadeia aberta, que exibem estabilidade
cinética pobre e a maior extensdo de descomplexacdo (Gd-DTPA-BMA/Omniscan® e Gd-
DTPA-BMEA/OptMARK®).

Por ultimo, foi comparada a estabilidade de todos complexos de Gd em soro humano a
37 °C. Os complexos lineares ndo idnicos exibiram a menor estabilidade, enquanto os
complexos macrociclicos foram mais estaveis. O excesso de ligante livre, nas formulacfes de
Gd-DTPA-BMA (Omniscan®) e Gd-DTPA-BMEA (OptMARK®), retardou a liberagdo Gd**
por 2 - 3 dias, mas ndo alterou a taxa de dissociacao para estas moléculas (FRENZEL, 2008).

Avaliando em conjunto os testes fisico-quimicos e in vitro, observa-se que 0s quelatos
de cadeia aberta sdo menos estaveis cineticamente do que os quelatos macrociclicos.

A baixa estabilidade cinética dos complexos de cadeia aberta deve-se a rapida abertura
destes complexos, devido a sua mobilidade conformacional (KUMAR, 1997). Como na amida
ndo idnica os a&tomos doadores sdo menos basicos, eles se ligam mais fracamente ao Gd que
os atomos doadores carboxilicos que sdo ibnicos. Provavelmente, isso acarreta mais
flexibilidade e mobilidade conformacional nos complexos de Gd e explica a perda
significativa de estabilidade cinética para Gd-DTPA-BMA (Omniscan®) e Gd-DTPA-BMEA
(OptMARK®). A inércia cinética dos complexos macrociclicos, provavelmente, decorre da
sua disposicao apertada e sua alta rigidez conformacional (TWEEDLE et al., 1991, MEYER
et al., 1988).

O complexo mais estavel cineticamente é 0 Gd-DOTA (Dotarem®), com 0S grupos
carboxilicos idnicos que se ligam fortemente ao Gd, limitando o0 movimento conformacional
do complexo (MEYER et al., 1988). Os pesquisadores Pollet e Marx (2007), utilizando
simulacdo de dindmica molecular em solucéo aquosa a temperatura ambiente, mostraram que
as cadeias hidroxipropil no complexo Gd-HP-DO3A (Gadovist®), quebram a simetria de

forma diferente do complexo Gd-DOTA (Dotarem®), e sdo dinamicamente flexiveis, em
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comparagdo com o0s quatro grupos carboxilicos de Gd-DOTA. A Figura 4 mostra a
concentracéo teérica de Gd**, liberado dos complexos, que exibem constantes de estabilidade

termodinamica elevada ou baixa, e alta ou baixa estabilidade cinética.

[Gd Tivre] —— Baixa constante de estabilidade termodindmica,
baixa constanta da estabilidade cindtica

—=— Bara constante de estabibdade tesmodingmica,
afia consiante de estabilidade cinetica.

—=— £l1a constante da estabilidade termodindmica, baixa
constante de eslabilidada cinélica

== Alts constante de estabilidade termodindmica, alta
tempo canstante de estabidbdade cingtica

Figura 4 - Concentracdo estimada de Gd livre liberado dos complexos de Gd de diferentes estabilidades
termodinamicas e cinéticas, supondo mecanismo de primeira ordem (IDEE et al., 2008).

A Figura 5 mostra a taxa na qual os agentes de contraste macrociclicos de Gd sofrem
descomplexacdo em pH 1,2 e na temperatura de 30 °C. Evidentemente, estas ndo sdo as
condi¢cdes em que os complexos de Gd séo utilizados como agentes de contraste, mas o
grafico demonstra que até mesmo os complexos mais estaveis (macrociclicos) sdo capazes de
liberar Gd*'.

120 - -
=0 Gd-DOTA
& G4-BT-DD3A
100 - & Gd-HP-DOAs
o 80T
= Wooo®
= oo Ll
5 &
= A0 '.l.n
20 =
o e _
0 10 20 20 40 ) &0
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Figura 5 - Descomplexagdo cinética em pH 1,2, 37 °C, para agentes de contraste macrociclicos a base de Gd
comercializados: percentual do complexo versus tempo (PORT et al., 2008).

Como ja mencionado anteriormente, o fon Gd** tem nove sitios de coordenacéo onde
se ligam os ligantes, e atua como um agente de contraste por perturbar o relaxamento de
protons da agua circundante. A fim de interagir com a agua, um dos locais de coordenacéo
deve ser deixado livre, como pode ser observado na Figura 6. Este requisito diminui a
afinidade de ligacéo do ligante pelo metal e facilita a dissociagdo (MORCOS, 2008).
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Figura 6 - Parametros que influenciam a relaxatividade das moléculas de agua (RAYMOND; PIERRE, 2005).

Devido a estabilidade de determinados complexos de Gd ser relativamente baixa,
algumas formulacgdes farmacéuticas contém ligante livre, sais de sodio ou sais de célcio da
molécula do ligante (Tabela 8). Estes excipientes sdo utilizados para garantir que ndo haja Gd
livre na formulacdo farmacéutica (IDEE et al., 2006).

Assim sendo, varios estudos sugerem como principal parametro fisico-quimico, para
avaliar a transmetalacdo, a constante de estabilidade cinética, embora os dados disponiveis
para a comparacdo sejam as constantes de estabilidade termodinamica e condicional (Tabela
10).

Tabela 10 - Constantes de estabilidade termodindmica e constante de estabilidade condicional para Gd e outros
metais selecionados.

Compostos 109 Kirer H0g K as

Gd Ca Cu Zn Gd Cu Zn
Gadopentetato dimeglumina 22,1 10,75 21,38 18,29 17,7 16,8 138
Gadodiamina 16,9 7,17 13,03 1204 149 111 101
Gadoversamida 16,6 15,0
Gadobenato dimeglumina 22,6 184 17,3 139
Acido gadoxetico sal dissodico 23,5 18,7
Gadofisveset trissodico 221 1045 21,3 17,82 189 157 138
Gadoterato meglumina 258 17,23 22,63 21,05 188
Gadoteridol 23,8 1433 2284 1937 17,1
Gadobutrol 218 11,74 22,87 1926 147

Adaptada de BOHRER, 2012.
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A estabilidade das formulagdes farmacéuticas comerciais dos complexos de Gd gerou
algumas controversias a respeito do desenvolvimento da FSN renal (GROBNER, 2006;
MARCKMANN et al., 2006). A controvérsia resulta do pressuposto de que a estabilidade de
quelatos macrociclicos, determinados in vitro, pode ser estendida para a estabilidade in vivo.
No entanto, embora a estabilidade cinética seja o principal critério utilizado para prever o
destino dos complexos de Gd e a quantidade de Gd** liberado em condicdes fisioldgicas, seja
por descomplexacdo ou por transmetalacdo, os dados mostram que estes valores de
estabilidade cinética e ty, diferem grandemente entre os complexos (Tabela 9). Até para os
mesmos complexos, valores diferentes sé@o encontrados, dependendo do tipo de estudo
(LAURENT et al., 2001, LAURENT et al., 2006, MORCQOS, 2007, PORT et al., 2008).

2.3 Elementos terras-raras (ETR)

Os lantanideos, do lantanio ao lutécio (nimeros atdmicos 57 a 71), para 0s quais se
utiliza o simbolo Ln, sdo membros do grupo Il na tabela periddica e todos possuem
propriedades quimicas e fisicas muito semelhantes. Esta similaridade é ocasionada pela
natureza das configuracdes eletronicas desses elementos, o0 que gera o estado de oxidagdo +3,
particularmente estavel, e um pequeno e constante decréscimo do raio iénico, com o0 aumento
do nimero atbmico para dado nimero de coordenacéo.

Esses elementos sdo também conhecidos como terras-raras e, segundo recomendacdes
da IUPAC (International Union for Pure and Applied Chemistry), o termo “elementos terras-
raras” compreende os lantanideos e os elementos escandio e itrio.

A expressdo “terras-raras” esta relacionada a origem desses elementos na natureza,
como Oxidos de aparéncia terrosa e, além disso, terem sido considerados raros (MARTINS;
ISOLANI, 2005). Hoje em dia, sabe-se que essa denominacdo nédo é adequada, pois muitos
deles ndo sé&o particularmente raros. Por exemplo, o cério, elemento mais abundante entre os
lantanideos, ocorre em quantidades maiores que o cobre; o tdlio é mais abundante que a prata
(CARRIJO; ROMERO, 2000).

Neste trabalho, em conformidade com a IUPAC (2005), sdo considerados ETR o
grupo de 15 elementos (lanténio, cério, praseodimio, neodimio, promecio, samario, europio,
gadolinio, térbio, disprosio, holmio, érbio, talio, itérbio e lutécio) com nimeros atdmicos de

57 (La) a 71 (Lu), e ainda o escandio, nimero atbmico 21, e o itrio, nimero atdmico 39. O
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promécio, devido a rapida desintegracdo de seus is6topos, ndo ocorre na natureza e, portanto,
ndo serd considerado no presente trabalho.

As diversas aplicacdes que os lantanideos possuem sao devidas, principalmente, as
suas propriedades quimicas e fisicas. Todos os atomos neutros dos elementos da série
possuem em comum a configuracao eletronica 6s e uma ocupagéo variavel do nivel 4f (com
excecdo do La), conforme mostra a Tabela 11. Entre os lantanideos, 0 estado de oxidacéo
mais estavel termodinamicamente € o trivalente Ln (I11). Entretanto, alguns elementos da série
podem ser encontrados nos estados de oxidacgéo Il (por exemplo, o Eu) e IV (por exemplo, o
Ce). Os orbitais 4f semipreenchidos do atomo no estado trivalente encontram-se protegidos do
ambiente quimico devido a sua maior proximidade do nucleo e a blindagem realizada pelos
elétrons dos orbitais 5s e 5p. Esse fato explica a quimica de coordenacdo dos lantanideos, pois,
devido a protecdo dos elétrons dos orbitais 4f, hd um pequeno envolvimento desses orbitais
com os orbitais dos ligantes. Devido a isso, 0s ions lantanideos formam complexos com alto
carater ibnico, ou seja, os efeitos eletrénicos sdo bem menos importantes na estabilidade e
estrutura de compostos de metais do bloco f do que os efeitos estéricos. Os complexos de
lantanideos mais estaveis sdo aqueles em que o ligante é volumoso e pode saturar a esfera de

coordenacdo por efeitos estéricos (LEE, 1999).

Tabela 11 - Pesos atdbmicos e configuragdes eletrdnicas dos elementos terras-raras.

Raio do ion Configuracao . <
NUmero PeASO. . trivalente em eletronica do Con@ggragao
A atbmico Simbolo ~ eletronica do
atbmico (g/mol) coorgier}a(;ao estado ion trivalente
octaédrica (A)  fundamental
57 138,9055 La 1,032 (Xe)5d'6s” (Xe)af?
58 140,12 Ce 1,01 (Xe)4f*6s” (Xe)af*
59 140,9077  Pr 0,99 (Xe)4f*6s? (Xe)af*
60 144,24 Nd 0,983 (Xe)af'6s” (Xe)4f®
61 145 Pr (Xe)4f°6s° (Xe)4f’
62 150,4 Sm 0,958 (Xe)4f°6s” (Xe)4f
63 151,96 Eu 0,947 (Xe)4f'6s? (Xe)4f®
64 157,25 Gd 0,938 (Xe)af'sd'es®  (Xe)af’
65 158,9254  Tb 0,923 (Xe)4f%6s? (Xe)af®
66 162,50 Dy 0,912 (Xe)4f%6s (Xe)af’
67 164,9304 Ho 0,901 (Xe)af'6s? (Xe)af™
68 167,26 Er 0,890 (Xe)4f'?6s? (Xe)af
69 168,9342 Tm 0,880 (Xe)4f36s (Xe)af
70 173,04 Yb 0,868 (Xe)af6s? (Xe)af'
71 174,97 Lu 0,861 (Xe)af'5d'6s”  (Xe)4f'

Adaptada HENDERSON, 1984; apud NAVARRO, 2004.



46

Desta maneira, o arranjo dos elétrons ao redor do nucleo dos diferentes ETR é um
fator determinante de suas propriedades. A configuracéo eletronica destes elementos envolve
preenchimento regular da camada interna 4f (enquanto a camada externa 5d permanece vazia)
do Ce ao Yb, com excecdo do Gd, La e Lu, que apresentam um elétron na camada 5d. No
estado oxidado, os elementos ndo possuem elétrons na camada externa 5d e, portanto,
qualquer alteragdo no numero de elétrons serd refletida no nivel interno 4f. O fato de a
configuracdo eletrénica dos diferentes ETR estar mais confinada as camadas internas do que
as externas, define o comportamento quimico destes elementos. Desta maneira, a variagdo dos
raios idnicos dos ions dos ETR mostra uma progressao homogénea com o nimero atémico,
para um dado estado de oxidacdo. Os raios de alguns ions sdo também funcdo do tamanho e
do ndmero de coordenacdo do sitio ocupado em um mineral. Em geral, quanto maior o
numero de coordenacdo, maior serd o raio do ion coordenado.

Outra importante caracteristica dos lantanideos é a ocorréncia da contragdo lantanidica
(diminuicdo do tamanho atémico e idnico com o aumento do nimero atémico). Isso é devido
ao efeito eletrostatico associado ao aumento da carga nuclear blindada imperfeitamente pelos
elétrons 4f e, como consequéncia, a basicidade dos elementos decresce ao longo da série
(LEE, 1999). Deste modo, o La € o mais basico da série e apresenta 0 maior raio ibnico, e 0
Lu o de menor basicidade e menor raio i6nico. Essa diferenca de basicidade ao longo da série
influencia a hidrélise dos ions, a solubilidade e a decomposicdo dos sais, a formacdo de
espécies complexas e € responsavel pela separacdo dos mesmos por métodos de
fracionamento (MARTINS; ISOLANI, 2005; JONES, 2001).

2.3.1 Determinacdo de Elementos Terras Raras (ETR)

Diversas técnicas tém sido utilizadas para a determinacdo de ETR. Dentre as quais,
podem ser citadas: a espectrometria de fluorescéncia de raios-X (XRF) (MUIA; VAN
GRIEKEN, 1991), a anélise por ativacdo neutrénica (NAA) (EI-TAHER, 2010), a eletroforese
capilar (CE) (SUN et al., 2006), a espectrometria de emissdo atdbmica com atomizacgéo
eletrotérmica em filamento de tungsténio (WC-AES) (DONATI et al., 2008), a espectrometria
de massa com plasma indutivamente acoplado em conjunto com a ablacédo a laser (LA-ICP-

MS) (BECKER et al., 2000), a espectrometria de emissdo Optica com fonte de plasma
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indutivamente acoplado (ICP-OES) (NAVARRO, et al. 2002), a espectrometria de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (PANDAY et al., 1997; AUGAGNEUR et
al., 1996; LAWRENCE et al., 2006; JOEBSTL et al., 2010) e ICP-MS em conjunto com a
vaporizacao eletrotérmica (ETV-ICP-MS) (HE et al., 2005).

As técnicas de ICP-OES e ICP-MS sdo as mais utilizadas, uma vez que sao
multielementares, conferem boa precisdo, exatiddo e rapidez de analise. A determinagdo de
lantanideos por ETV-ICP-MS é dificil, uma vez que esses elementos sdo refratarios e
formadores de carbetos com o material constituinte do atomizador (tubo de grafite), o que
resulta em perda de sensibilidade e efeito de memdria. A espectrometria de absor¢do atdmica
com forno de grafite (GF AAS) e a espectrometria de absor¢do atdmica com chama (F AAS),
muito utilizadas para a determinacdo de diversos elementos, ndo sdo recomendadas para a
determinacéo de lantanideos, a GF AAS, devido a formacéo de carbetos, e a F AAS, devido a
formagdo de Oxidos refratarios na chama (BYRNE; CARAMBASSIS, 1996).

Nas determinag6es por ICP-MS, podem ocorrer interferéncias isobaricas causadas por
jons atdbmicos e moleculares, Tabela 12. As principais interferéncias sdo causadas por
isétopos, hidréxidos e Oxidos de lantanideos de massa molecular mais baixa, que interferem
na determinagdo dos lantanideos de massa molecular mais alta. Por exemplo, **°Gd e ***Dy
sofrem interferéncias dos fons moleculares **°La’®0* e ¥*Nd*0Q*, respectivamente. Além
disso, caso o bario esteja presente nas amostras, seus 6xidos e hidréxidos podem interferir nos
sinais do Nd, Sm e Eu (BECKER; DIETZE, 1995; HALICZ et al., 2006, RAJU et al., 2010).

Com o uso de espectrdometros de alta resolucdo, grande parte das interferéncias
anteriormente citadas, pode ser minimizada (BECKER; DIETZE, 1997). Entretanto, mesmo
que o espectrdbmetro seja operado com a méaxima capacidade de resolucdo, esta ndo é
suficiente quando a concentracdo do interferente é maior que a do analito. Augagneur e
colaboradores determinaram lantanideos em vinho e observaram que, mesmo utilizando
espectrometro de ICP-MS de alta resolugdo, ndo foi possivel reduzir as interferéncias
isobaricas causadas pelos ions moleculares (AUGAGNEUR et al., 1996). Alternativas tém
sido utilizadas como, por exemplo, a separacdo da matriz (DAY et al., 2000) ou a nebulizagéo
acoplada a um sistema de dessolvatagao (D’LLIO et al., 2006). Neste tipo de nebulizagéo, o
numero de moléculas do solvente que entram no plasma é reduzido significativamente e,
consequentemente, a formacéao de Oxidos e hidroxidos interferentes também & reduzida. Malik
e colaboradores determinaram baixas concentragdes de lantanideos em amostras bioldgicas

por ICP-MS, comparando a eletroforese capilar a nebulizacdo pneumatica associada a um
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sistema com dessolvatacdo. Os dois métodos possibilitaram a determinacdo dos lantanideos
com reducdo das interferéncias isobaricas causadas por ions atdbmicos e poliatbmicos (MALIK
etal., 2007).

Uma maneira de evitar possiveis interferéncias é a separagdo da matriz antes da
medida do analito. Neste sentido, Halicz e colaboradores determinaram lantanideos por ICP-
MS em amostras de 4gua com alto teor de sais, utilizando resina quelante para retirar a matriz
(HALICZ et al., 2006). Da mesma forma, Navarro e colaboradores determinaram lantanideos
por ICP-OES em materiais geoldgicos, utilizando uma coluna de troca catibnica para a
separacdo da matriz e nebulizagdo ultrassdnica para a introducdo das amostras no plasma
(NAVARRO et al., 2002).

Em outro trabalho, Zang e colaboradores determinaram impurezas de lantanideos em
oxido de érbio de alta pureza, dissolvido em acido nitrico, por ICP-MS. As interferéncias
causadas por is6topos de Er nas determinacdes de ***Ho e **Tm foram minimizadas mediante
ajuste da resolucdo do quadrupolo de modo a obter uma separacdo entre 0,7 e 0,3 u. As
interferéncias da matriz, ou seja, ndo isobaricas, causadas nas determinacGes dos outros
elementos da série dos lantanideos, foram compensadas mediante utilizacdo de indio como
padrdo interno (ZHANG et al., 2006).



Tabela 12 - Possiveis interferentes na determinagdo de lantanideos por ICP-MS.

Elemento m/z Abundancia (%) Espécies Interferentes
La 139 99,91

Ce 140 84,48

Pr 141 100

Nd 142 27,13 12ce?

Nd 144 23,80 14 Sm*
Nd 146 17,19 130gat0*
Sm 152 26,7 136gat0*
Sm 154 22,7 13¥Bat0*
Eu 153 52,2 137Ba'0"
Eu 154 47,8 135Bat0*
Gd 155 14,8 39 40"
Gd 156 30,47 10cel®o*
Gd 158 24,84 12ce’®0"
Tb 159 100 Ngo*
Dy 164 28,2 sm*o*
Dy 162 25,5 HeNgO*
Dy 163 24,9 4smieo*
Ho 165 100 9sm*o*
Er 166 33,6 BIEYO*
Er 167 22,9 BONGHO*
Tm 169 100 B3eyteo*
Yb 174 31,8 B8Gdto*
Yb 172 21,9 8Ggo*
Lu 175 97,4 19Tpt%0*

Adaptada DULSKI, 1994,
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

O objetivo deste trabalho é avaliar os metais presentes como contaminantes em
contrastes a base de quelatos de gadolinio, utilizados em exames de ressonancia magnética, e

suas reacgdes de transmetalacéo.

3.2 Objetivos especificos

= Investigar o melhor tipo de preparo da amostra para a determinacdo dos metais.

= Determinar os ETR presentes como impurezas nas amostras por espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado e por espectrometria de absor¢éo atbmica
de alta resolucdo com fonte continua.

= Determinar outros elementos que possam estar presentes na forma de contaminantes,
por técnicas de espectrometria de absor¢do atbmica.

= Avaliar a possivel transmetalacdo do Gd pelos metais presentes como contaminantes,

por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massa.

3.3 Questdes a serem respondidas com este estudo

= Os elementos presentes como impurezas nos Oxidos de gadolinio estardo presentes,
como contaminantes, nas formulacgdes a base de quelatos de Gd?
= Estardo estes elementos na sua forma livre ou complexada?

= Serdo estes elementos capazes de promover reagdes de transmetalacdo?
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentagéo

e Espectrometro de absorcdo atomica Analytik Jena AG (Jena, Alemanha) modelo
novAA 300.

e Espectrometro de absorcao atdbmica modelo ZEEnit 600 equipado com atomizador de
grafite (Analytik Jena, Jena Alemanha); amostrador automatico modelo MPE 60;

corretor de fundo com efeito Zeeman.

e Espectrdmetro de absorcdo atdmica (Varian, Melbourne, Austréalia), equipado com

gerador de hidretos por fluxo continuo VGA 77.

e Espectrdmetro de absorcdo atbmica de fonte continua modelo ContrAA 700 equipado
com: atomizador de grafite (Analytik Jena, Jena Alemanha); amostrador automatico
modelo MPE 60.

e Espectrébmetro de massas com plasma indutivamente acoplado modelo ELAN 6000
(Perkin-Elmer Sciex, Thornhill, Toronto, Canada), com introducdo de amostras por
nebulizacdo pneumatica de fluxo cruzado, acoplada a uma camara de nebulizacédo de
dupla passagem do tipo Scott (Perkin-Elmer Sciex, Thornhill, Toronto, Canada). Uma
bomba peristaltica (Perkin-Elmer Sciex, Thornhill, Toronto, Canada) foi utilizada

para a aspiracdo das amostras.

e Cromatografo liquido (Agilent Technologies), equipado com bomba binaria 1260 e

detector de massas 6430 Tripe Quad.

e Digestor UV (fabricacdo propria) com lampada de mercurio de alta presséo (400 W) e

tubos de quartzo.
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Mufla elétrica (Heraeus, MR-170E).

Lampadas de catodo oco (Photron, Austrélia).

Coluna Analitica: SeQuant - ZIC®-HILIC (dimensdes 150 x 2,1 mm, 3,5um, 200A)
(Merck, Alemanha).

Camara de fluxo laminar classe 100, modelo FLK, série 683 (Trox Technik, Curitiba,
Brasil).

Destilador de &cidos (Distillacid, Bergrof BSB 939-IR, Eningen, Alemanha).

pHmetro digital DM 20 (Digimed).

Lavadora ultrassénica Ultra Cleaner (Unique).

Balanca Analitica com precisdo de 0,1 mg (Sartorius).

Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, resistividade 18,2 MQ cm™ (Millipore,
Bedford, MA, USA).

Sistema de filtracdo de eluente (Sartorius).

Bureta - Graduagéo 0,5 mL - Tolerancia = 0,05 mL - Capacidade 25 mL (Labor).

Micropipeta mecanica monocanal volume variavel 10 pL a 100 pL (Digipet).

Micropipeta mecanica monocanal volume variavel 100 puL a 1000 uL (Digipet).

Pipeta mecanica monocanal volume variavel 5 mL a 10 mL (Digipet).

Refrigerador R310 (Electrolux).
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4.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados estéo listados no Apéndice A. Os acidos HNO3; e HCI
foram previamente purificados com destilacdo sub-boiling, utilizando um destilador (Berghof).
Para analise no ICP-MS, foi utilizada solugdo padrdo multielementar de lantanideos contendo
100 mg L™(SpecSol), além de uma solucdo padréo de Rh 1000 mg L™ (SpecSol). Para analise
por AAS, utilizaram-se solucdes padrdo unielementares contendo 1000 mg L de cada

elemento, todas obtidas da SepcSol.

4.3 Solucdes

O preparo das solucbes e manipulacdo das amostras foi realizado em camara de fluxo
laminar classe 100 (Trox Technik). A 4gua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 MQ
cm™) foi obtida usando um sistema destilacéo/deionizacdo seguida de um Milli-Q. Todas as
solucdes foram estocadas em tubos de polietileno previamente descontaminados. Para analise
por titulacdo complexométrica, foram preparadas solucdes de EDTA e de sulfato de zinco,
ambas na concentracéo de 0,025 mo L™, solucio-tampado NH4CI/NH,OH (pH=10), bem como
o indicador so6lido negro de eriocromo - T 1% (m/m) em NacCl.

Para a realizacdo das medidas por GF AAS, solucgdes padrdo estoque individuais de Si
(1V), Gd (I11), AL (111), Cr (11), Fe (111), Ba (1), Cu (1), Pb (1) e Zn (I1) foram preparadas em
0,1% (v/v) de HNO3 na concentracdo 10 mg L™ pela diluicdo apropriada de solugdes padrdo
unielementares de concentracdo 1000 mg L™. O modificador cloreto de calcio (CaCl,) foi
preparado pesando quantidade suficientes para preparar solugcdo 1% (m/v). Nitrato de
magnésio (Mg(NOs),) e nitrato de paladio (Pd(NOs),-2H,O) foram preparados na
concentracdo de 2g L™, O volume utilizado do modificador foi de 5 pL.

Na determinacdo de Ca por F AAS, as solugdes de calibracdo foram preparadas a
partir de diluicBes apropriadas da solucdo padréo de Ca (1) 1000 mg L. Na determinacéo de
As (I11) por HG AAS foram preparadas solugdes padréo individuais, a partir da diluigdo da
solucdo padrdo de As 1000 mg L. Também foi preparada a solucdo do redutor boro-hidreto
de s6dio (NaBH.) 1% (m/v) em 0,1 mol L™ de NaOH.
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Para as medidas por ICP-MS, as solugdes de calibracdo foram preparadas, a partir de
diluicBes apropriadas de solucdo padrdo multielementar (contendo 100 mg L™ de Ce, Dy, Er,
Eu, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sm, Sc, Tb, Tm, Yb e Y). Em todas as determinacdes foi utilizada
a calibracdo externa.

Na determinacdo de Yb, Sm e Lu, por espectrometria de absor¢do atbmica de alta
resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS), foram preparadas soluc¢des padrdo individuais, a
partir da diluic&o da solucdo padrdo de 1000 mg L™ de cada um dos elementos. O modificador
cloreto de célcio (CaCl,) foi preparado pesando quantidade suficiente para preparar solucdes
1% (m/v) e o nitrato de paladio (Pd(NOs),-2H,0) na concentracdo de 2 g L™. O volume
utilizado do modificador foi de 5 pL.

Para a investigacdo das reacOGes de transmetalacdo por cromatografia liquida com
deteccdo por espectrometria de massas (LC-MS), foram preparadas amostras sintéticas. As
solugdes preparadas tiveram o pH ajustado e foram filtradas. A solucéo eluente foi preparada
no dia da analise, sendo constituida de formiato de aménio 10 mmol L™ em uma mistura de
acetonitrila/agua (10:90), filtrada em um sistema de filtracdo de eluentes (Sartorius) e

posteriormente desaerada em uma lavadora ultrassénica (Ultra Cleaner Unique).

4.4 Controle de contaminacgéo

Todos os materiais plasticos utilizados, baldes volumétricos, béqueres, ponteiras,
tubos, foram descontaminados pela imersdo em solucéo de 10% (v/v) de HNO3 em etanol por
48 horas, enxaguados de 3 a 5 vezes com agua ultrapura e secos em camara de fluxo laminar
antes do uso. A bureta, os erlenmeyers e demais recipientes de vidro foram descontaminados
por imersdo em solucdo de 10% (v/v) HNO3; em agua por no minimo 24 horas e lavados com
agua ultrapura em abundancia.

A contaminacdo pelo ar foi evitada utilizando-se camara de fluxo laminar classe 100
para a secagem do material, preparo de solugdes e amostras. A cdmara de fluxo laminar foi

limpa com etanol comercial e ligada 30 minutos antes de seu uso.
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As amostras utilizadas neste estudo foram agentes de contraste a base de quelatos de

Gd, utilizados para exames de RM. As amostras foram obtidas a partir de doagdes da Clinica

DIX-Servico de diagnostico por imagem do Hospital de Caridade Dr. Astrogildo de Azevedo

(Santa Maria-RS) e também por colaboracdo do Grupo Hospitalar Conceicdo e da Clinica

Clinoson (Porto Alegre-RS). Neste trabalho, foram usadas as seguintes amostras:

Tabela 13 - Amostras utilizadas.

Nome comercial

Abreviatura

Composto

Excipientes

Fabricante

Magnevistan®

Viewgam®

OptiMARK®

Omniscan®

Dotarem®

Gadovist®

Gd-DTPAZ

Gd-DTPA*

Gd-DTPA-
BMEA

Gd-DTPA-
BMA

Gd-DOTAY

Gd-BTDO3A

gadopentetato de
dimeglumina 469
mg (0,5 mmol)

gadopentetato de
dimeglumina 46

9 mg (0,5mmol)

Gadoversetamida
330,9mg (0,5

mmol)

Gadodiamida 287

mg (0,5 mmol)

acido gadotérico
0,27932g (0,5

mmol)

Gadobutrol
604,72 mg
(1,0mmol)

agua para injetaveis

agua para injetaveis

versetamida sodica,
versamida de célcio,
cloreto de célcio di-
hidratado, 4gua para
injetaveis.

caldiamida sddica, agua

para injetaveis.

meglumina, agua para

injetaveis.

calciobutrol sddico,
trometamol, acido
cloridrico, agua para

injetaveis.

Bayer Schering
Pharma AG/
Alemanha

Bacon/

Argentina

Mallinckrodt/

Estados Unidos

GE/

Estados Unidos
Guerbet
Produtos
Radioldgicos
Ltda/Brasil

Bayer Schering
Pharma AG /

Alemanha
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4.5.1 Preparo das amostras

4.5.1.1 Preparo das amostras para a analise por titulacdo de retorno

Uma aliquota de 1 mL de cada amostra (Omniscan®, Magnevistan® e Gadovist®) foi
transferida para um cadinho de porcelana, previamente descontaminado. O mesmo foi
tampado e levado a mufla por 6 horas (2 horas a 100 °C e 4 horas a 800 °C). Ap6s serem
retirados da mufla, os cadinhos foram esfriados a temperatura ambiente em dessecador.
Foram adicionados 1 mL de HNOj3 bidestilado e 1 mL de agua ultrapura. Os cadinhos foram
deixados em repouso em camara de fluxo laminar por 15 minutos. A solucdo obtida foi
transferida para um frasco graduado de polietileno e o volume foi aferido a 25 mL. O
procedimento foi realizado em triplicata.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, foram transferidos 5 mL de cada amostra,
submetidos ao procedimento descrito acima, para frascos de polipropileno descontaminados,
aos quais também foram adicionados 1 mL do tamp&o NH,CI/NH,OH (pH=10) e 10 mL de
EDTA 0,025 mol L™. Os frascos foram fechados, agitados e colocados em banho-maria a
70 °C por 3 horas. Ao término das 3 horas, as solucdes foram esfriadas a temperatura
ambiente e, entdo, transferidas para erlenmeyers, onde foram adicionadas de uma ponta de
espatula do indicador eriocromo-T 1%, para serem tituladas com solu¢do padrdo de sulfato de
zinco 0,025 mol L™,

4.5.1.2 Preparo das amostras para a analise por técnicas espectrométricas

As amostras foram decompostas por trés procedimentos diferentes:

Procedimento 1: Uma aliquota de 200 pL de cada amostra foi transferida para tubos
de quartzo, aos quais foram adicionados inicialmente 6 mL de agua ultrapura, 100 pL de
HNO; destilado e 100 pL de H,O, A mistura foi levada a um digestor UV equipado com uma
lampada de mercdrio de alta pressdo (400 W). O sistema foi mantido na temperatura de 40 °C.

O tempo total de decomposicdo UV foi de 4 horas, sendo que a cada hora foram
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adicionados100 pL de H,O, totalizando 400 puL de H,O, adicionado as amostras. Apos 0
resfriamento, a temperatura ambiente, a solucdo obtida foi transferida para um frasco
graduado de polietileno e o volume foi elevado a 10 mL com &gua ultrapura. Na figura 7

pode ser observado o esquema de como foi realizado este procedimento.

Gmmm

1| |2 HEDMEDI

1- Aliquota de 200 pL amostra 4- Adicéo de 100 pL de H,0,
2- Adicédo de 6 mL de agua ultrapura  5- Digestor UV (a cada hora adi¢éo de 100 pL de H,0,)

3- Adicéo de100 pL de HNO; 6- Transferéncia de frasco e aferi¢do de volume a 10 mL

Figura 7 - Preparo das amostras pelo procedimento 1.

Procedimento 2: Uma aliquota de 500 pL de cada amostra foi transferia para
cadinhos de porcelana, previamente descontaminados. Os mesmos foram tampados e levados
a mufla por 5 horas (1 hora a 100 °C e 4 horas a 800 °C). Apos serem retirados da mufla, os
cadinhos foram esfriados a temperatura ambiente em dessecador. Foram adicionados 500 pL
de HNO; destilado e 1 mL de agua ultrapura. Os cadinhos foram deixados em repouso em
camara de fluxo laminar por 15 minutos. A solucdo obtida foi transferida para um frasco
graduado de polietileno e o volume foi elevado a 25 mL. A Figura 8 representa este

procedimento.

q‘@

. & hiid PG O

\___'-’/ o
1- Aliquota de 500 pL de cada amostra 4- Dessecador (T °C ambiente)
2- Cadinho tampado 5- Adicdo de 500 puL de HNO; e 1 mL de agua ultrapura

3-Mufla: 5h (1 ha100 °Ce4ha800°C) 6- Transferéncia de frasco e aferi¢do de volume a 25 mL

Figura 8 - Preparo das amostras pelo procedimento 2.
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Procedimento 3: Uma aliquota 200 pL de cada amostra foi transferida para cadinhos
de porcelana previamente descontaminados, aos quais foram adicionados 200 pL de
Mg(NO3), 2g L™, os cadinhos foram tampados e levados & mufla por 5 horas (1 hora a 100 °C
e 4 horas a 800 °C). ApoOs serem retirados da mufla, os cadinhos foram esfriados a
temperatura ambiente em dessecador. Foram adicionados 200 pL de HCI destilado e 1 mL de
agua ultrapura. Os cadinhos foram deixados em repouso em camara de fluxo laminar por 15
minutos. A solucdo obtida foi transferida para um frasco graduado de polietileno e o volume

foi elevado a 10 mL, como pode ser observado na Figura 9.
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1- Aliquota de 200 pL de cada amostra 4- Dessecador (T °C ambiente)
2- Aliquota de 200 pL de Mg(NO3), 2g L™ 5- Adicéo de 200 uL de HCI e 1 mL de 4gua ultrapura
3- Cadinho tampado 6- Transferéncia de frasco e aferi¢éo de volume a 10 mL

4- Mufla: 5h (1 ha 100 °Ce 4 ha 800 °C)

Figura 9 — Preparo das amostras pelo procedimento 3.

4.5.1.3 Preparo das amostras para a analise por cromatografia

Para a andlise cromatografica, foram utilizadas amostras sintéticas, ou seja, preparadas
a partir das solucGes padrdo dos metais em estudo, misturadas ao complexante &cido dietileno
triamino penta-acético (DTPA). Todas as solucdes foram preparadas e manipuladas em
camara de fluxo laminar.

Primeiramente foi preparada uma solucgéo estoque de DTPA, na concentracdo de 6,360
m mol™, em 0,6% (v/v) de NH,OH. Esta solucdo foi utilizada para preparar a solucio de
trabalho Gd-DTPA 0,636 m mol™, que teve seu pH ajustado a 7,30. Esta, por sua vez, foi

utilizada para preparar as amostras utilizadas neste estudo.
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A concentragdo de 0,0636 m mol™ do complexo Gd-DTPA foi mantida em cada
solucgéo, sendo a concentracdo do outro metal em investigacdo variada de modo a ter em
solucéo as proporcdes 1:0,5, 1:1 e 1:2 em relacdo a concentracdo de Gd. Todas as solucdes
foram preparadas em frascos descontaminados de polietileno de 50 mL, e tiveram seu pH
ajustado entre 7,20 - 7,30, utilizando acido acético e nitrato de amonio. Apds o ajuste do pH,
as solucGes foram transferidas para baldes volumétricos de 50 mL, previamente
descontaminados, tiveram seu volume aferido. Cada solucdo foi individualmente filtrada,
utilizando filtros de seringa de acetato de celulose esterilizados, e armazenadas em frascos de
polietileno descontaminados, guardados em geladeira na temperatura de 4 - 5°C.

No dia da analise cromatogréfica, uma aliquota de 2 mL de cada amostra sintética foi
retirada, filtrada e transferida para os frascos do amostrador automatico do LC-MS, os frascos
foram previamente descontaminados. Na Tabela 14 podem ser observadas as amostras

sintéticas preparadas para o estudo da transmetalacdo, utilizando anélise cromatografica.

Tabela 14 - Amostras sintéticas para o estudo da transmetalacéo.

Metal Conc.1 (mmol™) pH Conc.2 (mM) pH Conc.3 (mM) pH
Lantéanio 0,0288 7,22 0,0648 7,28 0,1440 7,25
Neodimio 0,0277 7,22 0,6933 7,25 0,1386 7,23
Samario 0,0266 7,24 0,0665 7,21 0,1330 7,22
Eurdpio 0,0263 7,27 0,0658 7,22 0,1316 7,20
Térbio 0,0252 7,27 0,0629 7,26 0,1259 7,25
Disprosio 0,0246 7,21 0,0615 7,30 0,1231 7,28
Holmio 0,0242 7,21 0,0606 7,21 0,1213 7,22
Tulio 0,0237 7,24 0,0651 7,28 0,1184 7,27
Itérbio 0,0231 7,24 0,0693 7,20 0,1156 7,23
Lutécio 0,0229 7,23 0,6858 7,22 0,1143 7,22
Calcio 0,0250 7,24 0,0649 7,23 0,1247 7,27
Zinco 0,0306 7,29 0,0612 7,25 0,1224 7,29
Cobre 0,0315 7,29 0,0629 7,27 0,1259 7,20
Ferro 0,0358 7,20 0,0712 7,28 0,1432 7,24
Aluminio 0,0370 7,20 0,0741 7,28 0,1482 7,23
Cromo 0,0385 7,27 0,0769 7,20 0,1538 7,24
Chumbo 0,0289 7,27 0,0675 7,25 0,0965 7,28
Bario 0,0291 7,21 0,0655 7,20 0,1165 7,27
Silicio 0,0356 7,25 0,0712 7,26 0,1424 7,23
Arsénio 0,0267 7,25 0,6673 7,26 0,1335 7,27
Gd-DTPA 0,0636 7,27 0,0636 7,20 0,0636 7,23
DTPA 0,0636 7,29 0,0636 7,22 0,0636 7,30
Tampédo pH=7 - 7,13 - 7,14 - 7,14
Tampéo pH=4 - 4,27 - 4,23 - 4,09
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4.6 Avaliagéo das condigdes instrumentais

4.6.1 Determinacédo dos ETR por ICP-MS

Para a determinacdo dos ETR, foi utilizado um espectrometro de ICP-MS (Perkin-
Elmer Sciex), modelo ELAN 6000. Argbnio de pureza minima de 99,996% (White Martins)
foi utilizado para a geracdo do plasma, como gas de nebulizacdo e gas auxiliar. O
equipamento de ICP-MS foi disponibilizado pelo Laboratério de Analise de Residuos do
Centro de Ciéncias Fisicas e Matematicas da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

Para a avaliacdo das condig¢des instrumentais, foram feitas leituras da solucéo no Daily
Performance antes do inicio das analises. Foram avaliados os valores de contagens obtidos e a
razdo CeO’/Ce”. Os parametros ficaram dentro da faixa especificada pelo fabricante.

Foi utilizado o nebulizador pneumatico de fluxo cruzado acoplado a uma camara de
nebulizacdo de dupla passagem do tipo Scott Perkin-Elmer Sciex. Os principais parametros
instrumentais utilizados e o sistema de introducdo da amostra no plasma estéo listados no
Apéndice B.

O método foi otimizado pela determinacdo das condigdes operacionais, com o objetivo
de atingir maxima sensibilidade para os analitos investigados. Para a vazdo do gas
nebulizador foi obtido o valor de 1,05 L min™ e aplicado nas medidas. O fluxo do gés auxiliar
foi de 1,2 L min™, em funcdo do aumento nas intensidades dos sinais para os is6topos
estudados. A poténcia da radiofrequéncia foi otimizada para o padrao aquoso contendo 10 ug
L * de ETR entre 800 e 1200 W; a maioria dos analitos aumentou a intensidade dos sinais a
um maximo de 1100 W.

De posse destes valores otimizados, a determinacdo dos ETR foi realizada utilizando
introducdo da amostra no plasma por nebulizacdo pneumatica e calibragdo externa com
padrbes aquosos com o uso de Rh como padréo interno.

As determinacfes iniciaram pela avaliacdo do branco da curva e apds as solugdes
aquosas de calibracdo, sendo o mesmo procedimento realizado para as amostras. Em todas as
amostras foi acrescentado Rh 10 pg L™ para uso como padrdo interno nas determinacdes. As
amostras analisadas foram decompostas tanto na mufla elétrica, como no digestor UV,

conforme descrito no item 4.5.1.2.
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4.6.2 Determinagdo de Sm, Yb e Lu por HR-CSAAS

As medidas de Sm, Yb e Lu foram realizadas no espectrometro de absorcéo atbmica
de fonte continua ContrAA 700 (Analytik Jena, Jena Alemanha), equipado com atomizador
de grafite e amostrador automatico modelo MPE 60. As leituras foram feitas com a
absorvancia integrada, modo area do pico, e as medidas foram realizadas em duplicata. As
amostras analisadas por HR-CSAAS foram decompostas em mufla elétrica, conforme descrito
no item 4.5.1.2. A parede interna dos fornos de grafite foram revestidas com 0,5 mg de
zirconio, através de um programa especifico (Apéndice C). O recobrimento do forno foi
necessario a cada 80 queimas, ou quando a recuperacdo dos padrdes aquosos ndo era
satisfatoria. Foi aceito um limite de recuperacdo de 80 a 120% da concentracdo de Yb, Sm e
Lu.

Curvas de pirdlise e de atomizacdo foram realizadas para certificar as temperaturas
que deveriam ser escolhidas para cada metal. A amostra selecionada para confec¢do das
curvas de pirdlise e atomiza¢do foi Dotarem®. Uma aliquota de 200 pL desta amostra foi
fortificada com os padroes Yb, Sm e Lu na concentragdo de 20, 50 e 100 pg LY
respectivamente. As amostras fortificadas com os padrdes foram decompostas em mufla em
triplicata. Ao final da digestdo, foram adicionados 200 pL. de HNO3 &s amostras. As mesmas
foram transferidas para baldes volumétricos, onde tiveram seu volume aferido a 10 mL com
agua ultrapura. As amostras digeridas foram diluidas duas vezes, de modo que a concentracdo
dos metais adicionados ficasse em 10, 25 ¢ 50 pg L™ e que a concentragdo de Gd da matriz
fosse reduzida em 100 vezes, ficando em torno de 786 mg L™ . Apés esta diluicdo, as mesmas
foram utilizadas para a obtencdo das curvas de pirolise e atomizacdo de cada metal em
questdo. No Apéndice C podem ser observados os parametros selecionados para a
determinacédo de Sm, Yb e Lu.

As curvas de calibragdo foram confeccionadas automaticamente pela diluicdo de
padrdes estoques unielementares de cada metal, nas concentracdes de Sm 50 ug L7,
Yb 10 ug L*e Lu 150 ug L™ Para a otimizacdo dos métodos, foram verificados os coeficientes
de correlacdo linear (r), obtidos pelas curvas de calibracdo (HARRIS, 2008). A sensibilidade
do método foi determinada pelas massas caracteristicas e os limites de deteccdo foram
calculados pela inclinagdo das curvas (ANVISA, 2003). Testes de recuperagdo foram

executados e 0s respectivos desvios padrdo das medidas calculados.
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4.6.3 Determinagéo de metais por GF AAS

As medidas de Zn, Cu, Fe, Al, Cr, Pb, Ba e Si foram realizadas em um espectrometro
de absorcdo atbmica com forno de grafite (Analytik Jena, Jena Alemanha). Lampadas de
catodo oco de cada um dos elementos em estudo foram utilizadas. As leituras foram feitas
com a absorvancia integrada, modo area do pico, correcdo de fundo Zeeman e com gas inerte
argonio de elevada pureza 99,9997% (White Martins). As medidas foram realizadas em
duplicata.

As amostras analisadas por GF AAS foram decompostas em mufla elétrica, conforme
descrito no item 4.5.1.2. A parede interna ou a plataforma dos fornos de grafite foram
revestidos com Zr (Apéndice C). O recobrimento do forno foi necessario a cada 80 queimas,
ou quando a recuperacao das amostras fortificadas ndo era satisfatoria. Foi aceito um limite de
recuperacdo entre 80 e 120% do padrdo adicionado as amostras (RIBANI et al., 2004).

Curvas de pirdlise e de atomizacdo foram realizadas para certificar as temperaturas
que deveriam ser escolhidas para cada metal. A amostra selecionada para confeccdo das
curvas de pir6lise e atomizacdo foi o Dotarem®. Uma aliquota 200 pL desta amostra foi
fortificada dos padrdes Zn, Cu, Al, Ba, Cr e Pb na concentragdo de 25 pg L cada, do padréo
de Fe 50 pug L™ e do padrio de Si 250 pg L™. O procedimento de decomposicdo na mufla foi
utilizado e realizado em triplicata (Procedimento 2, item 4.5.1.2). Para 0s metais Zn, Si, Ba e
Fe, as curvas de pirdlise e atomizacdo foram obtidas sem a utilizacdo de modificador e com a
utilizacdo de modificador. Os modificadores utilizados, bem como o0s programas de
temperatura para a analise dos metais acima citados, estdo descritos no Apéndice D.

As curvas de calibracdo foram confeccionadas automaticamente pela diluicdo de
padrdes estoques unielementares de cada metal, nas concentragdes de 30 pg L™ para o Zn, 50
ug L para o Cu, Al, Ba, Cr e Pb, 100 pg L™ para o Fe e 500 ug L™ para o Si. Para a
otimizagdo dos métodos, foram verificados os coeficientes de correlacdo linear (r) obtidos
pelas curvas de calibracdo. A sensibilidade dos métodos foi determinada pelas massas
caracteristicas e os limites de detec¢do foram calculados pela inclinacdo das curvas. Testes de

recuperacao e os desvios padrao das medidas também foram considerados.
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4.6.4 Determinagdo de As por HG AAS

Para a determinacdo do As foi utilizado um espectrébmetro de absor¢cdo atdmica
(Varian), equipado com gerador de hidretos por fluxo continuo VGA 77. As amostras
decompostas em mufla elétrica, conforme descrito no item 4.5.1.2, foram aspiradas numa
vazdo de 8 mL min™; e as solugdes de HCI e NaBH4 1% (m/v) em NaOH 0,1 mol L, a 1
mL min™. A arsina gerada foi separada em um separador gés-liquido e carregada por um
fluxo de nitrogénio a cela de atomizacdo, a qual foi aquecida por um controlador térmico. As
condigdes do equipamento estdo descritas no Apéndice E.

A curva analitica foi feita pela determinacdo de quatro padrbes de As, nas
concentragdes de 5 a 40 pg L. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.

Para a otimizagdo do método, foi verificado o coeficiente de correlagdo linear (r)
obtido pelas curvas de calibracdo. O limite de deteccdo foi calculado pela inclinagdo da curva,

testes de recuperacdo e os desvios padrao das medidas também foram considerados.

4.6.5 Determinacéo se Ca por F AAS

As medidas de Ca foram realizadas usando um espectrémetro de absorcdo atbmica
Analytik Jena, modelo novAA 300. A chama usada foi constituida por uma mistura de
acetileno-6xido nitroso, o fluxo de gas e a altura do queimador foram ajustados para obter o
méaximo do sinal de absorvancia do Ca. Foi utilizada uma lampada de catodo oco de calcio
SpectAA (Varian), em comprimento de 422,7 nm, corrente da lampada de 4,0 mA, largura da
fenda 1,2 nm e tempo de integracao de 3,0 s.

As amostras analisadas foram decompostas em mufla elétrica, conforme descrito no
item 4.5.1.2. As determinacOes foram realizadas em triplicata. A curva analitica foi feita pela
analise de cinco padrdes de célcio, nas concentragdes de 0,5 a 8,0 mg L™. Para a otimizacdo
do método, foi verificado o coeficiente de correlagdo linear (r) obtido pelas curvas de
calibracdo. A sensibilidade do metodo foi determinada pelo calculo da concentragédo
caracteristicas e os limites de detecgdo foram calculados pela inclina¢do das curvas. Testes de

recuperacdo e os desvios padrdo das medidas também foram considerados.
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4.6.6 Investigacdo da transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA por LC-MS

Para a investigacdo da possivel transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelos
outros metais presentes como contaminantes nos contrastes, foi utilizado um cromatografo
liquido (Agilent), equipado com bomba binaria 1260 e detector de massas 6430 Triplo
Quadrupolo. A fonte utilizada foi a eletrospray (ESI) no modo positivo, as condi¢des da fonte
estdo listadas no Apéndice F. O modo de operagdo do quadrupolo foi monitoramento seletivo
do ion (modo MS2SIM) massa 549 m/z.

A separacdo do complexo Gd-DTPA foi realizada por cromatografia liquida de
interacdo hidrofilica (HILIC). Esta é uma técnica para a separacao de compostos altamente
polares e hidrofilicos com pouca ou nenhuma retencdo em colunas de fase reversa. Neste
trabalho utilizou-se a coluna ZIC®-HILIC, com dimensdes de 150 mm x 2,1 mm d.i., 3,5 pm
tamanho de particula, 200 A tamanho do poro (SeQuant; Merck). Para proteger a coluna
analitica foi utilizada uma pré-coluna de dimensdes 20 mm x 2,1 mm i.d., 5 um tamanho de
particula, 200 A tamanho do poro (SeQuant; Merck). A taxa de fluxo da fase mével foi de
0,5 mL min™. A separacdo foi isocratica e a fase mével constituida de 10 mmol L™ de
formiato de aménio em uma mistura de 10% de acetonitrila e 90% de agua ultrapura, com pH
resultante de 6,02. O volume de injegao foi de 5 pL, e o tempo de corrida de 1 minuto.

A curva analitica foi obtida pela injecdo de cinco padrbes de Gd-DTPA, nas
concentracdes de 0,0127 a 0,127 mmol L™. Para a otimizacdo do método, foi verificado o
coeficiente de correlacdo linear (r) obtido pelas curvas de calibracdo e calculado o limite de
deteccdo pela inclinacéo da curva. Testes de recuperacao também foram realizados.
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5 RESULTADOS

Este trabalho foi dividido em duas partes. Na primeira investigou-se o grau de
contaminagdo dos contrastes a base de quelatos de Gd por metais e, na segunda, a possivel

transmetalacdo do Gd pelos metais presentes como contaminantes.

5.1 Determinacéo de metais por titulacéo de retorno

Com a finalidade de verificar a concentracdo total de metais presentes no
medicamento, primeiramente foram realizadas titulacbes complexométricas em algumas
amostras selecionadas. Optou-se em realizar a técnica de titulacdo de retorno, onde o excesso
de EDTA é quantificado apds sua reacdo de complexacdo com 0s metais presentes no titulado
(HARRIS, 2008). Na volumetria, a titulagdo com EDTA € utilizada como suporte ao processo
de separacdo dos lantanideos e as titulagbes complexométricas sdo bastante utilizadas, pois
geram complexos estaveis, solUveis em &gua, com um grande numero de aminas terciarias
contendo grupos carboxilicos (MENEZES; SANTOS, 1991).

Ao planejar a titulacdo, constatou-se a necessidade de abertura das amostras de
contraste, uma vez que este medicamento € constituido por quelatos de Gd e, em alguns casos,
0 complexante é adicionado em excesso, para garantir que ndo haja Gd livre, de forma que
tanto o Gd, como qualquer outro metal presente como contaminante, esteja na forma
complexada. O procedimento empregado no preparo das amostras para a titulacdo estd
descrito em Materiais e Metodos (4.5.1.1). As amostras selecionadas para a titulacdo de
retorno foram: Omniscan® L: 11094196; Magnevistan® L:11526A e Gadovist® L:11552D.

A Tabela 15 mostra os resultados encontrados efetuando-se as titulacGes.
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Tabela 15 - Determinacdo das espécies metalicas totais por titulagdo complexométrica das amostras de contraste
Omniscan®, Magnevistan® e Gadovist® e de uma solu¢do padréo de Gd.

Solucéo padréo Omniscan ® Magnevistan®  Gadovist®

de Gd L: 11094196 L:11526A L:11552D
Concentracao (mol L) 0,0064 0,5000 0,5000 1,0000
1 0,0064 0,5324 0,5030 1,0245
2 0,0065 0,5275 0,5310 1,0155
3 0,0064 0,5405 0,4890 1,0145
Média 0,0064 0,5334 0,5076 1,0182
Desvio padrédo 4,5092E-05 0,0065 0,0213 0,0055
Excesso (mol/L) 0,0000 0,0334 0,0076 0,0182

Na Tabela 15 observa-se a diferenga de concentragcdo encontrada nos contrastes
analisados, ou seja, os resultados foram superiores a concentracdo de Gd indicada no rétulo
do contraste, fato que sugere a presenca de outros metais no medicamento. Com a finalidade
de comprovar a eficiéncia da técnica de titulacdo, foram realizadas titulacdes em triplicata do
padrdo de Gd. Este passou pelo mesmo procedimento das amostras e apresentou recuperacao
de 101%, o que comprova que esta técnica pode ser utilizada para quantificar o total de

elementos metalicos no medicamento.

5.2 Determinacédo de metais por ICP-MS

Ap0s este ensaio inicial, com o objetivo de investigar quais metais, alem do Gd,
estavam presentes no medicamento, foi realizada uma ‘“varredura” nestas amostras
(Omniscan®, Magnevistan® e Gadovist®) utilizando a técnica de ICP-MS.

A técnica de ICP-MS foi selecionada para a determinacgédo destes metais, tendo-se em
vista a boa sensibilidade, precisdo e carater multielementar, pois ha na literatura diversos
trabalhos que salientam o quanto as técnicas de espectrometria de massa, baseadas na
separagdo de atomos em funcdo do seu peso, sdo eficazes para determinacdo da abundancia

relativa de cada um dos ETR, mesmo quando em quantidades extremamente baixas
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(AUGAGNEUR et al., 1996; LAWRENCE et al., 2006; JOEBSTL, 2010). A Tabela 16
mostra os elementos encontrados na varredura realizada. Desta forma, foram os elementos

selecionados para o estudo.

Tabela 16 - Elementos selecionados para o estudo.

Metais selecionados

Terras-raras Sc, Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Tb, Dy, Ho, Er, Tm, Yb e Lu
Outros elementos Al, Si, Ca, Cr, Fe, Cu, Zn, As, Ba e Pb.

Observa-se na Tabela 16 que todos os ETR foram encontrados como contaminantes
dos contrastes a base de quelatos de Gd, de forma que se quantificou cada um destes metais

no medicamento.

5.2.1 Otimizacdo dos parametros instrumentais para determinacdo de ETR por ICP-MS

Foram feitas investigacGes das possiveis interferéncias isobaricas causadas por ions
atébmicos e poliatbmicos. Considerando que a vazdo do gas de nebulizacdo e a poténcia de
radiofrequéncia aplicada ao plasma tém efeito sobre a intensidade do ion e a formacdo de
oxidos, esses parametros foram avaliados, a fim de maximizar a intensidade dos sinais dos
analitos e minimizar a formacéo de 6xidos (GINE-ROSIAS, 1999). As condi¢des instrumentais
utilizadas estdo descritas no item 4.6.1 de Materiais e Métodos. Para a otimizacdo dos
métodos, foram verificados os coeficientes de correlacdo linear, obtidos pelas curvas de
calibracéo e calculados os limites de detecgéo e os desvios padréo das medidas. Os resultados
sdo mostrados na Tabela 17.

O limite de deteccdo (LD) para cada is6topo monitorado foi calculado a partir da
equacdo: LD = 3,3*(s/a), onde a é o coeficiente angular da curva analitica e s é 0 desvio
padréo de sete medidas consecutivas do branco (ICH, 1996; ANVISA, 2003). Cabe ressaltar

que o branco passou pelo mesmo procedimento de abertura que as amostras; desta forma, os
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LDs apresentados na Tabela 17 s&o relativos ao método. Os LDs instrumentais apresentaram
valores negativos e ndo sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Faixa de concentragdo linear, e pardmetros da curva de calibracdo para determinacdo de metais em
amostras de contraste por ICP-MS.

Is6topo Faixa Linear (ug L")  Inclinagdo  Intercepto R LD (ugL™)
Eu 0,05 - 150 0,0661 0,0076 1 1,56
Ho 0,05 - 150 0,1072 0,0185 0,9999 0,51
“2Nd 0,05 - 150 0,0370 0,0041 0,9999 2,91
%Dy 0,05 - 150 0,0313 0,0071 0,9999 1,91
La 0,05 - 150 0,1166 0,0286 0,9999 2,19
3¢ 0,05 - 150 0,0405 0,0196 0,9998 4,03
¥y 0,05 - 150 0,0817 0,0004 0,9999 3,63
10Ce 0,05 - 150 0,1089 0,1024 0,9999 2,23
1%gy 0,05 - 150 0,0360 0,0042 1 4,54
“pr 0,05 - 150 0,1376 0,0334 0,9999 0,07
9 Tp 0,05 - 150 0,1138 0,0192 0,9999 1,07
%Tm 0,05 - 150 0,1062 0,0048 0,9999 0,77

*Parametros de calibragio em 1% HNO3 65% v/v utilizando 10 pg L™ de Rh como padrdo interno.

Durante a otimizagdo da metodologia, verificou-se uma grande interferéncia nas
determinac6es dos elementos Sm, Lu e Yb. Nas determinaces por ICP-MS podem ocorrer
interferéncias isobaricas causadas por ions atbmicos e moleculares, conforme mostrado na
Tabela 12. As principais interferéncias sdo causadas por isétopos, hidroxidos e oxidos de
lantanideos de massa molecular mais alta. Conforme descrito na literatura (BECKER;
DIETZE, 1995; HALICZ et al., 2006) a maior intensidade relativa MO*/M" para La, Gd e Lu,
deve-se ao orbital 4f vazio, semipreenchido e completamente preenchido, respectivamente
(Tabela 11). Além disso, o Ba foi encontrado na varredura realizada e este, quando em
concentracdes mais altas que a dos lantanideos, pode interferir pela formacdo de oOxidos e
hidroxidos de bario. No caso do Sm, a interferéncia pode ter sido causada pela formagéo do
fon BaO" (TAN; HORLICK, 1986; DULSKI, 1994).
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Pode-se observar pela Tabela 12, que os dois isétopos de Yb possuem como
interferente o préprio Oxido de gadolinio. Uma vez que o Gd é a matriz da amostra e esta
presente em concentracao elevada, tornando-se bastante dificil contornar esta interferéncia. A
determinacdo de Lu também ndo foi possivel por ICP-MS, fato que pode estar relacionado a
presenca do Th, pois, como demonstrado na Tabela 12, o dxido de térbio € interferente do Lu.
Da mesma maneira, interferéncias isobaricas podem ter ocorrido para o Sm, devido aos seus
dois isotopos sofrerem interferéncia por Oxidos de bario. Desta forma, ndo foi possivel a
determinacéo destes trés elementos por ICP-MS nas amostras de contraste a base de quelatos
de Gd.

5.2.2 Preparo das amostras para determinacdo de ETR por ICP-MS

Para evitar a deposicdo de solidos sobre a interface do espectrdmetro e problemas
como efeitos de matriz e interferéncias, as amostras foram digeridas. Testaram-se dois
procedimentos de preparo de amostras, por digestdo no UV e por degradacdo térmica em
mufla, sendo que, em ambos, realizou-se fortificagdo das amostras e verificaram-se as
recuperacdes. Nas Tabelas 18 e 19 podem-se observar os resultados obtidos nos testes de
recuperacdo para as amostras OptiMARK® e Dotarem®. Tais amostras foram fortificadas
com padrdo multielementar de ETR nas concentragdes de 5 pg L. Sendo o procedimento

realizado em triplicata.
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Tabela 18 - Ensaio de recuperagdo na amostra OptiMARK® (Lote: X066A) fortificada com padréo
multielementar de ETR na concentragio de 5 ug L™

Adicéo de padréo Mufla uv
ecuperacdo (%) Média Desvio padrédo Média Desvio Padréao

Metal (n=3) (n=3)

Eu 98 3,0 92 7,1
Ho 84 3,2 72 6,1
Nd 108 3,7 95 0,8
Dy 80 2,0 73 6,0
La 106 0,4 97 1,5
Sc 55 28 126 7,6
Y 109 4,9 110 3,3
Ce 102 0,1 95 3,8
Er 80 0,8 72 7,3
Pr 101 3,1 98 3,5
Tb 103 6,2 86 3,7
Tm 91 12,6 79 3,0

Tabela 19 - Ensaio de recuperagdo na amostra Dotarem® (Lote: 10GD325B) fortificada com padréo
multielementar de ETR na concentragdo de 5 pg L™

Adicéo de padréo Mufla uv
eracdo (10%) Média Desvio padrdo Media Desvio Padrdo

Metal (n=3) (n=3)

Eu 91,8 11,7 94,9 8,4
Ho 83,9 7,8 77,5 8,3
Nd 88,5 7,1 101,4 7,1
Dy 83,3 1,0 77,3 7,2
La 92,8 3,5 103,5 8,3
Sc 100,6 40,7 1215 1,8
Y 95,8 8,9 118,9 7,5
Ce 99,0 2,1 102,7 7,9
Er 82,6 2,2 75,7 8,1
Pr 101,5 10,6 103,1 7,1
Tb 86,5 3,7 97,6 15,4
Tm 80,2 54 90,0 16,2

Como podem ser observadas nas Tabelas 18 e 19, as recuperacfes foram satisfatorias,
para os dois tipos de tratamento de amostra. Considerando os dois medicamentos

(OptiMARK® e Dotarem®), a degradacdo térmica em mufla apresentou as melhores
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recuperacdes, exceto para o0 Sc. Em relagdo ao Sc, a abertura por digestdo UV parece ser mais
apropriada, pois, além de apresentar melhor valor de recuperagdo, também apresenta desvios
padrdo menores em comparacdo a abertura realizada em mufla. Desta maneira, foram
realizados os dois procedimentos de abertura em todas as amostras, porém, os resultados
mostrados incluem a abertura realizada em mufla para todos os elementos, com excecdo do
Sc, para o qual utilizou-se os resultados obtidos na digestédo por UV. Na Figura 10 encontram-
se 0s resultados das determinacdes de ETR por ICP-MS em cada uma das amostras utilizadas
neste estudo. Para facilitar a visualizacdo destes resultados, as figuras apresentam escalas

diferentes e foram dispostas em ordem crescente.
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Figura 10 - Determinacéo de ETR em contrastes a base de quelatos de Gd usando a técnica de ICP-MS. a) Er, b)
Ho, c) Ce, d) Sc, €) Dy, f) Pr, g) Ne, h)Y, i) Tm, j) La, k) Eu, I) Tb (n=3).

De acordo com a Figura 10, é possivel verificar que todas as amostras apresentam
ETR como impurezas. Os elementos presentes em maiores quantidades sdao o Th, Eu, La e
Tm, para 0s quais concentracdes superiores a 0,5 mg L™ foram encontradas em algumas
amostras. Também é possivel verificar que ha variacbes nas concentragdes da maioria dos
ETR para os diferentes lotes da mesma marca de contraste. Estas impurezas provém do 6xido
de gadolinio utilizado na fabricacdo dos medicamentos (McGILL; MATHEY, 1993).

5.3 Determinacdo de Sm, Yb e Lu por espectrometria de absorcédo atbmica de alta

resolucéo com fonte continua (HR-CS AAS)

Devido as interferéncias isobaricas, Sm, Yb e Lu ndo foram determinados por ICP-
MS. Portanto, foram desenvolvidas metodologias para a determinacdo destes elementos por
HR-CS AAS. Ha na literatura técnicas para determinar os ETR por espectrometria de
absorcéo atbmica com forno de grafite, porem, as mesmas relatam que estes elementos sdo
formadores de carbetos e sugerem a utilizacéo de fornos de grafite com superficie modificada,
seja por revestimento por tantalo, ou forno adaptado com filamento de tungsténio (GUPTA,
1984; BYRNE; CARAMBASSIS, 1996; SILVA et al., 2001). Entre os modificadores
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quimicos permanentes, sdo usualmente empregados os elementos do grupo da platina (Pt, Ir,
Ru, Rh), os elementos formadores de carbetos (Zr, W, Nb, Ta) e, ainda, misturas destes
(FROES et al., 2003).

Os elementos do grupo da platina atuam formando compostos de intercalacdo com 0s
atomos de carbono da superficie da plataforma ou paredes do forno na etapa de secagem e a
consequente ativacdo dos atomos intercalados. Os atomos ativados do metal formam fortes
ligacbes covalentes com o analito, promovendo a estabilizacdo do mesmo até elevadas
temperaturas. Na etapa de pirdlise ocorre a quebra dessa ligacéo e a liberacdo e atomizacao do
analito (ORTNER et al., 2002).

Os elementos formadores de carbetos atuam formando uma cobertura de carbetos
refratarios na superficie da plataforma. Com a adicdo da amostra e a elevacdo da temperatura,
ocorre a formacdo de uma mistura de 6xidos de elevada estabilidade térmica contendo 6xido
do analito e éxido do metal refratario. A elevacdo da temperatura na etapa de atomizacgao
ocasiona na quebra de ligagdes, promovendo a reconversdo do 6xido do metal refratario em
carbeto, evolucdo de CO e atomizacédo do analito livre (ORTNER et al., 2002).

Deste modo, para aumentar a vida util do forno de grafite, houve a necessidade de
modificacdo de sua superficie. Todos os fornos de grafite, utilizados neste trabalho, foram
recobertos com zirconio previamente as analises. Apds os recobrimentos, foram realizadas
curvas de pir6lise e atomizacdo usando padrfes aquosos e amostras fortificadas com padrdes,
a fim de definir as condi¢des apropriadas para a determinacdo de cada analito. Além disso,
foram investigadas as influéncias dos modificadores quimicos cloreto de calcio (CaCl,) 1%
(m/m) e o nitrato de paladio (Pd (NOs),-2H,0) 2g L. Todos os resultados foram baseados
em medidas das areas do pico.

Nas Figuras 11, 12 e 13 pode-se observar as curvas de pirolise e atomizacao para estes

trés metais.
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Figura 11 - Curvas de pirélise e atomizacdo para Sm (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Sm =
500 pg). Temperatura de atomizacgdo para a curva de pirdlise: 2500 °C, temperatura de pirolise para a curva de
atomizacédo: 1700 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Pd (NO3), (10 pg) e CaCl, (50ug).
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Figura 12 - Curvas de pirolise e atomizacéo para Yb (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Yb =
200pg). Temperatura de atomizagdo para a curva de pirdlise: 2500 °C, temperatura de pirolise para a curva de
atomizacdo: 1300 °C. Modificadores: (1) permanete ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Pd (NOs), (10 pg) e CaCl, (50ug).
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Figura 13 - Curvas de pir6lise e atomizacéo para Lu (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Lu =
1000 pg). Temperatura de atomizacao para a curva de pirdlise: 2500 °C, temperatura de pirolise para a curva de
atomizacdo: 1400 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Pd (NOs), (10 ug) e CaCl, (50ug).
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Como as maiores absorvancias para 0 Sm ocorreram em temperatura de pirolise 1700
°C e atomizagdo 2600 °C, estas temperaturas foram usadas para a sua determinagéo. Para o
Yb, as maiores absorvancias ocorreram na temperatura de pirolise de 1300 °C e atomizacéo
2100 °C e, para o Lu, as melhores temperaturas de pirolise e atomizacdo foram
respectivamente, 1400 °C e 2600 °C. Também se pode observar que o uso da mistura de
modificadores 5 pl CaCl, e 5 uL Pd (NO3),-2H,0 causou diminuicdo na sensibilidade da
medida para Sm e Yb e, praticamente, ndo influenciou a determinacdo do Lu. Portanto, ndo
foram utilizados e estes modificadores.

Foram construidas trés curvas de calibracdo para cada metal e foram usados os
resultados obtidos para calcular as equacOes de regressdo. A curva para 0 Yb teve
comportamento linear, enquanto para 0 Sm e o Lu o comportamento foi ndo linear. Na Tabela
20 podem ser observados os dados de linearidade, bem como a massa caracteristica (mg) € 0

limite de deteccéo.

Tabela 20 - Curvas de calibracdo e parametros de regressao para determinagdo de Yb, Sm e Lu em amostras de
contraste por HR-CS AAS.

Metal Faixa (pg) Equacdo da regressao mo (PQ) R? LD (pg)

Yb 40- 200 y =0,0031158 + 0,0055056x 16 0,9727 30

Sm 200 - 1000 y = (- 0,02120+ 0,0000396x)/ 194 0,9584 80
(1+0,0275142x)

Lu 600 - 3000 y=(-0,0024713+0,0001452x)/ 561 0,9685 134
(1+0,0040974 x)

*Parametros de calibracdo em 1% HNO; (v/v).

Foram realizados testes de recuperagdo utilizando a amostra Dotarem® fortificada
com o0s padrdes Yb, Sm e Lu nas concentragdes de 4, 20 ¢ 60 pg.L™", respectivamente. Esta foi
digerida por degradacdo térmica em mufla, juntamente com a amostra sem fortificagdo.
Verificou-se para o Yb recuperacéo de 110 %, para 0 Sm a recuperacao de 118 % e para o Lu
76 %.

Nas amostras abertas por degradacdo térmica em mufla, os metais Yb, Sm e Lu nédo

foram detectados. As amostras foram, entéo, abertas por digestdo UV, nas quais os trés metais
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em estudo também ndo foram detectados. Como descrito anteriormente, as amostras foram
diluidas 100 vezes para reduzir a concentracdo de Gd na matriz e, assim, juntamente com o
recobrimento com Zr, minimizar a interacdo do Gd com a superficie do forno de grafite.
Ainda assim, com a diluicdo, a concentracdo de Gd fica em torno de 786 mg L™
Considerando os LDs observados, para Yb, Sm e Lu, e a diluicdo necesséria, verifica-se que,
para a sua determinacdo, seria necessario que a concentracdao destes elementos nas amostras

fosse superior a 147 pg L?, 402 ug L'e 670 ug LY respectivamente.

5.4 Determinacao de Al, Si, Ca, Cr, Fe, Cu, Zn, As, Ba e Pb por técnicas de

espectrometria de absorcédo atémica.

Como pode ser observado na Tabela 16, outros elementos, além dos ETR, foram
identificados na varredura realizada por ICP-MS. Devido a possibilidade de alguns destes
elementos transmetalarem o Gd dos complexos, eles foram investigados. Técnicas de
espectrometria absorcdo atdmica foram selecionadas para quantifica-los. Ca foi determinado
por FAAS, As por HG AAS e os demais Al, Si, Cr, Fe, Cu, Zn, Ba e Pb, por GF AAS.

5.4.1 Determinacdo de metais em contrastes a base de quelatos de Gd por GF AAS

A técnica de espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite foi utilizada na
determinacdo dos elementos Al, Si, Cr, Fe, Cu, Zn, Ba e Pb em amostras de contraste a base
de quelatos de Gd. As amostras foram digeridas por degradacéo térmica em mufla.

Devido a matriz das amostras conter elevada concentracdo de Gd, que € um elemento
formador de carbeto e possui grande interacdo com o grafite do forno, os fornos de grafite
tiveram sua superficie revestida com Zr, pela aplicacdo do programa de recobrimento descrito
no Apéndice C. As amostras foram diluidas para minimizar a quantidade de Gd injetado no
forno de grafite e, assim, evitar o desgaste da sua superficie. O recobrimento com Zr foi

refeito a cada 80 queimas e as amostras foram medidas em duplicatas.
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5.4.1.1 Determinacéo das condicdes analiticas

Curvas de pirolise e atomizacdo foram estabelecidas para encontrar as condi¢fes
apropriadas para a determinagdo de cada analito. Para a obtencédo destas curvas, foi utilizada
uma amostra fortificada e submetida ao preparo por degradagdo térmica em mufla. A amostra
ao final do tratamento foi diluida 100 vezes, o que resultou em, aproximadamente, 786 mg L™
de Gd. Além disso, a influéncia de modificadores também foi investigada, conforme descrito

a seguir, para cada elemento.

Aluminio

As curvas de pirdlise e atomizacdo para o Al foram construidas pela fortificacdo da
amostra Dotarem® com 25 pg L™ do padrdo de Al. Na Figura 14, observa-se que as maiores
absorvancias ocorreram em temperaturas de pirélise de 1500 °C e atomizacdo 2600 °C.

Portanto, foram estas as temperaturas selecionadas para as medidas.
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Figura 14 - Curvas de pir6lise e atomizacdo para Al (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Al= 500
pg). Temperatura de atomizacdo para a curva de pirdlise: 2500 °C, temperatura de pirélise para a curva de
atomizacédo: 1500 °C. Modificador permanente ZrCl, (0,5 mg).

Silicio

Foram construidas curvas de pirolise e atomizacdo para o Si pela fortificagdo com 250
ug L™ do padrdo a amostra Dotarem®, Figura 15. Em trabalho anterior realizado neste grupo
de pesquisa (NOREMBERG, 2010) foi avaliada a influéncia dos modificadores CaCl, 50 ug,
Pd 10 pg + Ca 50 pg, Pd 10 pug + Mg 10 pg, e somente Pd 10 pg na determinacédo de Si. O



81

uso do Pd 10 pg fez com que os sinais se tornassem mais altos e estreitos, sendo o
modificador de melhor resultado entre os testados, por este motivo este modificador foi
adotado no presente trabalho.

Na Figura 15 pode-se notar o aumento significativo na absorvancia com o uso do
modificador de Pd. As maiores absorvancias ocorreram em temperatura de pirélise de 1200
°C e de atomizagéo de 2600 °C, sendo estas as temperaturas selecionadas para as medidas de
Si.
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Figura 15 - Curvas de pirélise e atomizagdo para Si (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Si= 5000
pg.). Temperatura de atomizagdo para a curva de pirolise: 2500 °C, temperatura de pirdlise para a curva de
atomizacdo: 1200 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Pd (NOs), (10 pg).

Cromo

Foram construidas curvas de pir6lise e atomizagdo para o Cr pela fortificagdo com 25
ng L™ do padrdo na amostra Dotarem®. Na Figura 16 observa-se que maiores absorvancias
ocorreram em temperatura de pir6lise de 1100 °C e atomizacdo 2450 °C, sendo estas as

temperaturas selecionadas para as medidas de Cr.
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Figura 16 - Curvas de pir6lise e atomizacdo para Cr (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Cr= 500
pg). Temperatura de atomizacdo para a curva de pirdlise: 2450 °C, temperatura de pirélise para a curva de
atomizacdo: 1100 °C. Modificador permanente: ZrCl, (0,5 mg).
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Ferro

Foram construidas curvas de pirolise e atomizagdo para o Fe pela fortificagdo com 50
ug L™ do padrdo na amostra Dotarem®. Para Fe, foi testada uma solucéo contendo 2 g L™ de
Mg(NO3), como modificador, porém, observou-se um comportamento decrescente do sinal do
ferro com o numero de determinagdes. Sem modificador, as temperaturas de pir6lise e de

atomizacéo escolhidas foram, respectivamente, 1300 e 2600 °C (Figura 17).
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Figura 17 - Curvas de pir6lise e atomizacdo para Fe (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla,
Fe=1000 pg). Temperatura de atomizacdo para a curva de pir6lise: 2500 °C, temperatura de pir6lise para a curva
de atomizagdo: 1300 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Mg (NOs), (10 pg).

Cobre

Foram construidas curvas de pirélise e atomizacdo para o Cu pela fortificacdo da
amostra Dotarem® com 25 pg L™ do padrdo. Para Cu néo foi testado modificador, j& que este
analito é termicamente estavel. As temperaturas de pirdlise e de atomizacdo escolhidas foram
1000 e 2500 °C, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18 - Curvas de pirélise e atomizacdo para Cu (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Cu=
500 pg). Temperatura de atomizacdo para a curva de pirélise: 2450 °C, temperatura de pirélise para a curva de
atomizacdo: 1100 °C. Modificador permanente: ZrCl, (0,5 mg).
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Zinco

Foram construidas curvas de pirolise e atomizacdo para o Zn pela fortificacdo da
amostra Dotarem® com 25 ug L™ do padrdo de Zn. Para o Zn, foi testada uma solucéo
contendo 2g L™ de Mg(NOs), como modificador, porém, observaram-se absorvancias
menores durante a pirélise com o uso do modificador, quando comparada a pir6lise sem o uso
do modificador. Entretanto, quando considerada a atomizacgéo, as absorvancias foram maiores
como o uso do modificador. Consequentemente, optou-se pelo uso do mesmo. As
temperaturas de pirolise e de atomizacdo escolhidas foram 900 e 1700 °C, respectivamente
(Figura 19).
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Figura 19 - Curvas de pirdlise e atomizagdo para Zn (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Zn=
500 pg). Temperatura de atomizagdo para a curva de pirdlise: 1800 °C, temperatura de pirolise para a curva de
atomizacdo: 900 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) Mg (NOs), (10 pug).

Bario

Foram construidas curvas de pirolise e atomizagédo para o Ba, fortificagcdo da amostra
Dotarem® com 25 pug L™ de padrdo de Ba. Para o Ba, foi testada uma solucéo contendo 1%
de CaCl, como modificador; porém, verificou-se que a absorvancia ficou menor com o uso do

modificador, como pode ser observado na Figura 20.
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Figura 20 - Sinais de absorvancia do bario para amostra adicionada de 25 pg L™ (a) Com o uso do modificador
quimico CaCl, 1%, (b) Sem o modificador.

Primeiramente, optou-se por realizar as medidas sem o uso do modificador. Porém, os
valores de desvios padrdo das medidas no decorrer da analise tornavam-se muito elevados.
Assim, optou-se pelo uso do modificador, que tornou o sinal da absorvancia mais
reprodutivel. As temperaturas de pirélise e de atomizacao escolhidas foram 1150 e 2600 °C,

respectivamente (Figura 21).
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Figura 21 - Curvas de pir6lise e atomizacdo para Ba (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Ba=
500 pg). Temperatura de atomizacdo para a curva de pirélise: 2500 °C, temperatura de pirélise para a curva de
atomizacdo: 1150 °C. Modificadores: (1) permanente ZrCl, (0,5 mg) ; (2) CaCl, (50ug).

Chumbo

Foram construidas curvas de pirolise e atomizacdo para o Pb, fortificagdo com 25 ug
L™ do padrdo na amostra Dotarem®. Na Figura 22 observa-se que maiores absorvancias
ocorreram em temperatura de pirélise de 900 °C e atomizagdo 1700 °C, sendo estas as
temperaturas selecionadas para as medidas de Pb.
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Figura 22 - Curvas de pir6lise e atomizacdo para Pb (amostra Dotarem® fortificada e digerida na mufla, Pb =
500 pg). Temperatura de atomizacg8o para a curva de pirélise: 1800 °C, temperatura de pirélise para a curva de
atomizacéo: 900 °C. Modificador permanente: ZrCl, (0,5 mg).

5.4.1.2 Caracteristicas do desempenho dos métodos

Foram construidas trés curvas de calibracdo para cada metal e foram usados os

resultados obtidos para calcular as equaces de regressdao. Os parametros analiticos dos

métodos estdo resumidos na Tabela 21. Em todos os casos, o coeficiente de determinagéo (R?)

foi considerado adequado para o propdsito (HARRIS, 2008).

Tabela 21 - Curvas de calibracdo e pardmetros de regressdo para a determinacdo de metais em amostra de
contraste a base de quelatos de Gd por GF AAS.

Metal Faa Equacéo de regressdo R? Mo -0
(P9) (p9) (P9)
Al 200-1000  y=0,0037x + 0,0061 0,9923 19 5,8
Si 1000- 10000 y = -4E-x* + 0,0049x + 0,0795 0,9997 14 38
Cr 200-1000  y=0,0115x + 0,051 09768 7,6 6,8
Fe 400-2000  y=0,0034x +0,0209 0,9896 25 35
Cu 200-1000  y=0,0048x + 0,0136 0,9868 18 17
Zn 100 - 600 y =-0,0017x% + 0,0996x + 0,3212  0,9970 15 8,9
Ba 200-1000  y=0,0002x*-0,0027x +0,0132  0,9927 40 67
Pb 200-1000  y=0,0035x + 0,0107 0,9889 24 5,4
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A recuperacdo foi determinada pela fortificacdo das amostras Magnevistan® e
Dotarem®. As amostras foram fortificadas nas concentracfes de 25 ug L™ de Al, Cr, Ba, Cu,
Zn e Pb, 50 pg L*de Fe e 250 pg L™ de Si. As amostras fortificadas foram decompostas em
mufla. As recuperacdes para a amostra Magnevistan® foram Al 82%, Cr 101%, Cu 93%, Ba
59 %, Pb 80%, Zn 85%, e Si 88%. Para amostra Dotarem®, as recuperagdes foram Al
79,52%, Cr 109%, Cu 90%, Ba 35%, Pb 84%, Zn 82%, e Si 110%. Como pode ser observado,
ambas as amostras apresentaram recuperacdes similares e, com excec¢do do Ba, todos os
metais apresentaram boas recuperacdes, valores aceitos de 80-120%.

Devido ao Ba ter apresentado baixos valores de recuperacdes, houve a suspeita de
perdas durante o preparo das amostras. Novas aberturas foram realizadas e observaram-se 0s
melhores resultados de recuperacdo com a adicdo de Mg(NO3), durante a abertura e posterior
dissolucdo da amostra com HCI. As recuperacdes, considerando este procedimento de
abertura, foram de 75% para a amostra Magnevistan® e de 76% para a Dotarem®. Esta
melhora na recuperagdo pode estar relacionada a menor volatilizacdo do Ba durante a digestéo

devido a formacao de Ba(NO3),.

5.4.1.3 Aplicagdo em amostras de contrastes

Os métodos propostos foram aplicados na determinacédo de Al, Si, Ca, Cr, Fe, Cu, Zn,
As, Ba e Pb em diferentes amostras de contrastes a base de quelatos Gd (Tabela 12). Foram
utilizados oito lotes diferentes do medicamento Omniscan®, cinco lotes do Magnevistan®,
dois lotes do OptiMARK®, um lote do Viewgam®, quatro lotes do Dotarem® e quatro lotes
do Gadovist®. As amostras foram abertas em triplicatas e as medidas em cada amostra
realizadas em duplicatas. Os resultados estdo mostrados na Figura 23. Os desvios
apresentados nas figuras sdo referentes as triplicatas da abertura. Na Figura 23, os elementos
analisados estdo dispostos em ordem crescente de contamina¢do. A menor contaminagdo nas

amostras é por chumbo, enquanto a maior deve-se ao silicio.
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Figura 23 — Teores de metais presentes como contaminantes em amostras de contrastes a base de gadolinio,
andlise realizada por GF AAS. a) Pb, b) Ba, c) Zn, d) Fe, €) Cr, f) Cu, g) Al, h) Si.

Na Figura 23 observa-se que as amostras apresentam contaminacdo pelos analitos
investigados, com excecdo da amostra Dotarem®, que ndo apresentou Ba nos lotes
analisados. Também, é possivel observar que ha variacdo entre os lotes com relacdo ao
mesmo analito.

Al, Si e Cu foram os contaminantes presentes em maior concentragdo nos contrastes.
Porém, os outros analitos também estdo presentes em quantidades consideraveis na maioria
dos medicamentos. Como se pode observar na Tabela 6, os 6xidos de gadolinio utilizados

para produzir os meios de contrastes apresentam como impurezas ndo somente 0S outros
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Oxidos de ETR, mas também 6xidos metalicos, como oOxido de silicio, 6xido de cobre, dxido
de ferro, 6xido de cromo e oxido de chumbo, podendo ser a matéria-prima do proprio
medicamento a fonte de sua contaminacdo por estes elementos. A contaminacao por Al pode
ser relacionada ao fato de todos os contrastes serem armazenados em recipientes de vidro, que
contém Al em sua composic¢do (BOHRER et al., 2003; BOHRER, 2012).

5.4.1.4 Origem da contaminagéo por Al, Ba e Zn

A contaminacdo por Al, Ba e Zn em produtos farmacéuticos usados parenteralmente
vem sendo relacionada aos recipientes de estocagem, devido ao vidro e a borracha (das
vedacOes) conterem estes metais em sua composi¢do (HERING et al., 1986; BOHRER et al.,
2003; BOHRER et al., 2007; MORSCHBACHER, 2011). Desta forma, a presenca destes
elementos nos contrastes a base de quelatos de Gd pode ser relacionada as embalagens onde
sdo armazenadas as formulagOes. Tais embalagens sdo frascos-ampolas de vidro, que possuem
como vedantes tampas de borracha.

No experimento realizado, os trés analitos foram determinados nos contrastes
Magnevistan®, Viewgam®, OptiMARK®, Omniscan®, Gadovist® e Dotarem®. Os frascos
foram mantidos invertidos (com as tampas para baixo), de modo que a solu¢do entrou em
contato direto com a tampa. Uma aliquota do medicamento foi retirada ao completar dois
meses de armazenamento nestas condicbes e outra, aos seis meses. Ambas foram
decompostas em mufla elétrica e seus teores de Al, Ba e Zn foram determinados por GF AAS.

Os resultados podem ser observados nas Figuras 24, 25 e 26.
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Figura 24 — Teor de Ba determinado nos contrastes a base de quelatos Gd, considerando o contato da solugdo
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Figura 25 — Teor de Zn determinado nos contrastes a base de quelatos Gd, considerando o contato da solugdo

com a tampa de borracha por um periodo de seis meses (n
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1 2 meses

B 6 meses

Figura 26 — Teor de Al determinado nos contrastes a base de quelatos Gd, considerando o contato da solugdo
com a tampa de borracha por um periodo de seis meses (n=3).

Pode-se observar nas Figuras 24, 25 e 26, que o contato com a tampa promoveu um
aumento da concentracdo destes metais na solucdo. Para a maioria dos contrastes, quanto
maior o tempo de contato, maior a contaminacdo. Como citado anteriormente, em algumas
formulacdes é adicionado um excesso de ligante, o que facilitaria a extracdo dos metais
presentes na borracha. Mesmo sem a adigdo do excesso de complexante, 0s metais em estudo
podem substituir do Gd do complexo, pelo processo de transmetalacéo.

As borrachas que compdem as tampas sdo constituidas de uma mistura complexa de
componentes, que lhes confere a caracteristica de resselagem depois de perfuracdo da agulha.
O principal componente da borracha é o elastomero; porém, ela é constituida também de
agentes vulcanizantes, aceleradores, ativadores, antidegradantes, plastificantes, cargas e
pigmentos. Estes compostos compreendem substancias organicas e inorganicas, que podem
ser lixiviados para os produtos embalados. A lixiviacdo depende principalmente da natureza
da formulagéo e do tempo de contato (BOHRER, 2012). Portanto, sendo as formulagdes dos
contrastes compostas por complexantes, supde-se grande afinidade pelos metais presentes na
borracha.

Nas Figuras 24, 25 e 26, observa-se que o medicamento mais contaminado por Ba e
Zn é 0 Magnevistan®, enquanto que para 0 Al é o OptiMARK®. Ambos apresentam excesso

de ligante em suas formulagdes. Os contrastes que apresentam ligante livre s&o
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Magnevistan®/Viewgam® 0,4 mg mL™, Omniscan® 12 mg mL™" e OptiMARK® 28,4 mg
mL™.

Ao considerar o tempo de contato, verifica-se que, para o elemento Ba, 0s
medicamentos Magnevistan®, Viewgam®, OptiMARK®, Omniscan® e Dotarem® extrairam
cerca de 0,2 mg L™ no decorrer dos seis meses. Este comportamento ja era esperado, devido
a presenca de ligante livre nos quatro primeiros contrates citados. Porém, a acdo do
Dotarem® é surpreendente, uma vez que, além de ndo possuir ligante livre, é classificado
como macrociclico idnico, que apresenta grande estabilidade.

Observando o tempo de contato na extracdo do Zn da embalagem, verifica-se que o
Omniscan® foi 0 contraste que extraiu a maior quantidade, chegando a 1,3 mg L™ Os
contrastes Viewgam® e OptiMARK®, também, apresentaram concentracdes crescentes de Zn
com o passar do tempo, chegando a 0,2 mg L™. A extracdo de Zn nestas trés marcas de
contraste pode estar relacionada ao excesso de ligante nas formulagdes. Os contrastes das
marcas Magnevistan®, Dotarem® e Gadovist® apresentaram concentra¢es de Zn constantes
com o passar do tempo, fato que pode estar relacionado as constantes de estabilidade
termodinamicas, que sdo maiores para 0s complexos de gadolinio do que para os complexos
de zinco (Tabela 10).

Considerando o Al, pode-se observar que é o metal presente em maior quantidade em
todas as amostras. O medicamento mais contaminado por Al é o Magnevistan® e 0 menos
contaminado o Omniscan®. Com o tempo de contato, os teores de Al aumentaram em todos
0s medicamentos, com destaque para 0 Omniscan® e para 0 OptiMARK®. A concentracdo
de Al extraida pelo OptiMARK® triplicou ap6s seis meses e, para 0 Omniscan®, ficou seis
vezes maior comparada a sua concentracdo inicial. Como os dois contrastes apresentam
excesso de ligante em suas formulacOes, esta pode ser a razdo para a extracdo do metal da

borracha.

5.4.2 Determinacgéo de As nos contrastes por HG AAS

O As foi determinado por espectrometria de absor¢do atdmica com geracdo de
hidretos. Os pardmetros para realizacdo da analise estdo no Apéndice E. As amostras de

contraste a base de quelatos de Gd foram digeridas por degradagédo térmica em mufla.
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A curva analitica foi feita pela determinagdo de quatro padrdes de As, nas
concentragdes de 5 a 40 pg L™. Todas as medidas foram realizadas em triplicata. A equagéo
de regressdo para o0 As, y = 0,0012x + 0,0005, apresentou um coeficiente de correlacdo linear
igual a 0,9964 e o limite de detecgdo, considerando 11 medidas do branco, foi de 1,4 pg L™
Foi realizado fortificagdo na amostra Dotarem® e a recuperagéo foi de 92,9%. Na Figura 27
podem-se observar os resultados da determinacdo de As nas amostras de contraste a base de

Gd, sendo os desvios padrdo relativos a duplicata da abertura.

Arsénio

g L

Figura 27 — Teor de arsénio presente como contaminante nas amostras de contraste a base de Gd, analise
realizada por HG AAS.

Na Figura 27 pode-se observar que todos o0s medicamentos apresentaram
contaminacdo por As, sendo que o teor varia de 20 a 140 pg L™, ocorrendo variacdes
consideraveis entre lotes diferentes do mesmo contraste. Em estudos anteriores, comprovou-
se que o As pode ser extraido por infuses armazenadas em vidro (BOHRER et al., 2005). O
trioxido de arsénio é utilizado na producdo de vidros para evitar a formacdo de bolhas e,
assim, garantir a sua transparéncia, sendo esta uma propriedade indispensavel em embalagens
para medicamentos que requerem inspecdo visual imediatamente antes do uso
(NASCIMENTO et al., 2005). Assim sendo, acredita-se que a contaminacgdo das amostras de

contraste por As pode ser proveniente da embalagem.
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5.4.3 Determinacdo de Ca nos contrastes por F AAS

As medidas de Ca foram realizadas por espectrometria de absorcdo atbmica em chama.
As amostras analisadas foram decompostas em mufla elétrica, conforme descrito no
item 4.5.1.2. As determinagdes foram realizadas em triplicata. A curva analitica foi feita pela
analise de cinco padrdes de célcio, nas concentracdes de 0,5 a 8,0 mg L™ A equagdo de
regressdo para o Ca, y = 0,1112x + 0,0091, apresentou coeficiente de correlacdo linear igual a
0,9995 e limite de detecgdo, considerando 11 medidas do branco, de 0,03 mg L™. Foi
realizada a fortificagcdo da amostra Dotarem® e a recuperacdo foi de 88%. Na Figura 28
podem-se observar os resultados da determinacdo de Ca nas amostras de contraste a base de

Gd, cabe ressaltar, que os desvios padrao apresentados sdo relativos a triplicata da abertura.

Célcio

mg L™
=
n
o
o

Figura 28 — Teor de Calcio presente nas amostras de contraste a base de Gd, analise realizada por F AAS.

Observa-se na Figura 28 que os medicamentos que mais apresentam Ca sdo o
Omniscan® e o OptiIMARK®, seguidos pelo Gadovist®. Isso se deve ao fato destes
contrastes apresentarem Ca como excipiente em sua formulagdo. O Omniscan® apresenta
caldiamida sédica (Ca-DTPA-BMA, 25 mmol L?), o OptiMARK® versetamida de célcio
(Ca-DTPA-BMEA, 50 mmol L™) e também cloreto de célcio di-hidratado e o Gadovist®

apresenta calciobutrol (Ca-HP-DO3A, 1 mmol L), como pode ser observado, o Ca presente
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como excipiente nos trés contrastes € adicionado na forma de complexos, com exce¢do do
OptiMARK® em que é adicionado na forma de cloreto. Observa-se também, que a
quantidade de Ca no Omniscan® é bem regular entre os diferentes lotes, situando-se em torno
de 1,2 g L™, valor préximo da quantidade ja presente na formulacéo, de 1,0 g L™. Para o
OptiMARK®, a concentracdo média foi de 2,5 g L™, sendo 2,0 g L™ a quantidade presente na
formulacdo. Para 0 Gadovist®, a quantidade determinada foi em média 0,4 g L™, sendo 10
vezes superior & adicionada, que é de 0,04 g L™.

Considerando os outros trés contrastes em estudo, eles ndo apresentam Ca em suas
formulacGes. Portanto, o Ca presente nestes medicamentos deve ser proveniente de impurezas
no oxido de gadolinio, ou mesmo da embalagem em que é estocado o medicamento, uma vez
que o vidro possui 0,5 % de CaO (BERTGNOLLI, 2008). O Magnevistan® apresenta, em
média, 116 mg L™ de Ca, enquanto o Viewgam® e o Dotarem® apresentam, em média, 80 e
160 mg L™, respectivamente.

O Ca foi analisado, pois quando presente na forma livre Ca?*, ndo complexada,
provoca reacdo de transmetalacao in vivo, uma vez que seu raio iénico 114 pm se aproxima do
raio ionico do Gd**, que é 107,8 pm (PALASZ; CZEKAJ, 2000; IDEE et al., 2006).

5.5 Consideracdes sobre o total de contaminantes nos contrastes a base de Gd

Na tabela 22 pode ser observada a relacéo de todos os elementos determinados nas seis
marcas contrastes a base de quelatos de Gd utilizadas neste estudo.

Destaca-se nesta tabela a quantidade total de metais determinados e 0 excesso de
ligante que poderia estar complexando estes metais. Sendo assim, observa-se que todos o0s
compostos lineares (Omniscan®, OptiMARK®, Magnevistan® e Viewgam®) apresentam
ligante em excesso, devido a maior facilidade de transmetalacdo. Enquanto 0s compostos
Dotarem® e Gadovist®, classificados como macrociclicos, sdo mais estaveis e teoricamente

ndo necessitariam de ligante em excesso.
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Contraste Omniscan® Dotarem® Gadovist® Magnevistan® OptiMARK®  Viewgam®
Concentracdo Gd 05 05 1,0 0,5 0,5 0,5
(mmol/mL)
Ligante excesso 0,025 . 0,001 0,001 0,050 0,001
(mmol/mL)
Total de meials 0,032 0,002 0,011 0,033 0,063 0,002
(mmol/mL)
ETR 0,008 0005 0,011 0,044 0,005 0,014
(umol/mL)
Metais 0,046
enddgenos 0,122 0,348 0,053 0,668 0,140
(umol/mL)**
Calcio 31,875 1,343 10,500 2,925 62,300 2,035
(umol/mL)
Outros
Metais*** 0,386 0,149 0,193 0,327 0,039 0,243
(umol/mL)

A 0,058
Arsenio 0079 0030 0,110 0,056 0,036
(Hg/mL)
Silicio 11,651 4,585 4,244 7,243 16,694 9,618
(Mg/mL)

*Sc, Y, La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Th, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu, Al,, Ca, Cr, Fe, Cu, Zn,, Ba e Ph.

** Cu, Fee Zn.

*** Al, Cr, Ba e Pb.

Verifica-se pela tabela 22, que em todas as marcas de contraste, 0 excesso de ligante é

inferior a quantidade de metais presentes como contaminantes. Isso sugere que as formulacgdes

apresentam algum elemento metalico em sua forma livre e que, sendo capaz de competir com

0 Gd pelo ligante, podem provocar reagdes de transmetalacéo e liberar Gd*".

Além disso, o ligante na sua forma livre também é considerado ptencialmente toxico.

O excesso de ligante presente nas formulacdes esta na forma de quelatos de calcio

(caldiamida sddica, versetamida de célcio e calciobutrol). Isto sugere que, mesmo grandes

guantidades de ligante, ndo garantem que os ions metalicos provenientes das impurezas e/ou

contaminantes estejam complexados.
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5.6 Investigacao da transmetalacéo do Gd do complexo Gd-DTPA por LC-MS

A possivel transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelos outros metais foi
estudada através da determinacdo da concentracdo do complexo Gd-DTPA e do DTPA livre
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

Foi utilizado um cromatografo a liquido, equipado com bomba binéria, detector de
massas e fonte por electrospray operada no modo positivo. Foram monitoradas as razdes
massa/carga 549,0 e 394,1 que correspondem, respectivamente, ao complexo Gd-DTPA e ao
DTPA livre. Observou-se o decréscimo do sinal correspondente a massa/carga do complexo
na presenca de outros metais, o que indica a substituicdo do Gd no complexo, uma vez que
ndo houve aumento de sinal correspondente ao DTPA livre. As condi¢des da fonte foram
otimizadas de forma a se obter maior intensidade de sinal para o complexo Gd-DTPA.

A faixa linear obtida a partir de trés curvas de calibracdo pela injecéo de cinco padrdes
de Gd-DTPA, em triplicata, foi de 0 a 0,1270 mM, sendo a faixa de trabalho de 0,0127 a
0,1270 mM. A equacdo de regressdo, y = 6128753,02 x - 2371,47, onde X € a concentracdo e
y a resposta instrumental, apresentou coeficiente de correlacéo linear de 0,9992 e o limite de
deteccdo foi de 0,01 mM.

Foram realizados testes de recuperacdo utilizando os padrdes 1 (0,0127 mM) e 3
(0,0636 mM), injetados como se fossem amostras. Os resultados das recuperacfes foram
106% e 98%, respectivamente.

Para a andlise cromatogréfica, foram utilizadas amostras sintéticas, preparadas a partir
das solugdes padrdes dos metais em estudo, misturadas ao ligante &cido dietileno triamino
penta-acético (DTPA). Este ligante forma com o Gd o complexo Gd-DTPA, classificado
como linear. Neste complexo, 0 Gd** é coordenado com cinco grupos carboxilicos e trés
grupos amino; o sitio remanescente é coordenado com uma molécula de dgua (BRUCHER;
SHERRY, 2001). Na Tabela 14 estéo descritas as amostras sintéticas utilizadas neste estudo.
A concentragéo de 0,0636 mM do complexo Gd-DTPA foi mantida e em cada solucdo variou-
se a concentragdo do outro metal, de modo que as razbes Gd-DTPA/metal foram 1:0,5; 1:1 e
1:2, ou seja, 0 outro metal estava presente na metade da concentracdo do Gd-DTPA, na
mesma concentracdo e em concentracdo duas vezes maior.

As amostras foram injetadas em diferentes intervalos de tempo: 5, 60 e 120 dias apds o

preparo, para avaliar a influéncia do tempo na reacdo de transmetalacdo, uma vez que a
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literatura estabelece como principal parametro fisico-quimico, para avaliar a transmetalacgéo, a
constante de estabilidade cinética dos complexos.

As Figuras 29 a 38 mostram os resultados da transmetalacdo do Gd pelos outros
lantanideos, considerando as varia¢fes de concentracdo do outro lantanideo em relacéo ao Gd
e ao tempo de armazenamento. Os valores mostrados sdo relativos ao complexo Gd-DTPA,;

portanto, a diminuicdo do sinal corresponde a substituicdo do Gd no complexo.

Transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo La

0 Gd-DTPALa 1:2

B Gd-DTPALa 1:1

0 Gd-DTPALa 1.0,5

B Gd-DTPALa 1:0

% Gd-DTPA

Figura 29 - Influéncia da concentragdo e do tempo na reagdo de transmetalagéo entre La e Gd no complexo Gd-
DTPA.

E possivel observar, na Figura 29, que o La apresenta pouca influéncia na estabilidade
do complexo Gd-DTPA, pois tanto as concentracdes crescentes de La, quanto o tempo de
armazenagem, mostraram que apenas cerca de 20% do Gd foi substituido.

Na Figura 30 pode-se observar que o Nd causa significativa transmetalacdo do Gd no
complexo Gd-DTPA. Concentracgdes crescentes de Nd causam gradual substituicdo do Gd em
20%, 40% e 60%. Verifica-se, também, que o tempo de armazenagem nao influenciou

significativamente a transmetalacdo Gd-DTPA/Nd-DTPA.
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Figura 30 - Influéncia da concentracéo e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Nd e Gd no complexo Gd-

DTPA.

% Gd-DTPA

Transmetalagdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Sm
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O Gd-DTPA:Sm 1:2

B Gd-DTPA:Sm 1:1

0 Gd-DTPA:Sm 1:0,5

B Gd-DTPA:Sm 1:0

Figura 31 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reacdo de transmetalagdo entre Sm e Gd no complexo Gd-

DTPA.

A Figura 31 mostra o efeito do Sm sob o complexo Gd-DTPA. Nesta figura pode-se

ver que as concentragcOes crescentes de Sm substituem, respectivamente, 40%, 70% e 90% do

Gd do complexo. Entretanto, apds 120 dias, um novo equilibrio é estabelecido e cerca de 20%

do complexo Gd-DTPA é refeito.
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Transmetalag&o do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Eu

0O Gd-DTPA: Eu 1:2

B Gd-DTPA: Eu 1:1

0 Gd-DTPA: Eu 1:0,5

B Gd-DTPA: Eu 1.0

% Gd-DTPA

Figura 32 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reacdo de transmetalacéo entre Eu e Gd no complexo Gd-
DTPA.

Na Figura 32 observa-se o efeito do Eu sob o complexo Gd-DTPA. Inicialmente as
concentragOes crescentes de Eu trocam cerca de 50%, 80% e 90% do Gd do complexo. Da
mesma maneira como ocorreu para 0 Sm, quando comparados 0s tempos de armazenagem de
5 e 120 dias, verifica-se que o Gd também consegue substituir o Eu do novo complexo

formado Eu-DTPA, uma vez que a concentracdo de Gd-DTPA aumenta 20%.

Transmetalagdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Tb

0O Gd-DTPA: Tb 1:2

B Gd-DTPA: Tb 1:1

0 Gd-DTPA: Tb 1:0,5

B Gd-DTPA: Tb 1:0

% Gd-DTPA

Figura 33 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Th e Gd no complexo Gd-
DTPA.
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Considerando a transmetalacdo do Gd pelo Th (Figura 33), é possivel observar que,
inicialmente, as concentragfes crescentes de Tb substituem 25%, 65% e 90% do Gd
complexado. Apos 60 dias, o Gd foi totalmente substituido por Tb na solucdo constituida de
Gd-DTPA:Tb 1:2, e ainda, verifica-se, considerando esta mesma solucdo, que ao chegar aos
120 dias de armazenagem, um novo equilibrio se estabelece, com o aumento da concentracdo
do Gd-DTPA em 30%.

Transmetalagcdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Dy

- 0O Gd-DTPA: Dy 1:2

F“l" & Gd-DTPA: Dy 1:1

1001

801

60- 0 Gd-DTPA: Dy 1:0,5

407 B Gd-DTPA: Dy 1:0

% Gd-DTPA

201

Figura 34 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Dy e Gd no complexo Gd-
DTPA.

Na Figura 34 esta mostrada a influéncia de concentracdes crescentes de Dy sob o
complexo Gd-DTPA, onde se pode observar que o Gd é gradualmente substituido em 40%,
70% e 90%. Nesta figura, também pode ser observado que o tempo de armazenagem nao
influenciou significativamente a transmetalacdo Gd-DTPA/Dy-DTPA. Considerando a
solugédo Gd-DTPA:Dy 1:2, verifica-se que a concentracdo do complexo de Gd diminui do dia
5 para o dia 60. Isso sugere que 0 Gd é substituido do complexo. Porém, apds 120 dias, a
concentracdo Gd-DTPA aumenta, o que demostra que o Gd também substitui o Dy do
complexo formado Dy-DTPA.
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Transmetalagdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Ho

0O Gd-DTPA: Ho 1:2

100 1
B Gd-DTPA: Ho 1:1

80 1

601 0 Gd-DTPA: Ho 1:0,5

401 B Gd-DTPA: Ho 1:0

% Gd-DTPA

201

5 60 120

Figura 35 - Influéncia da concentracéo e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Ho e Gd no complexo Gd-
DTPA.

A Figura 35 mostra o efeito do Ho sob o complexo Gd-DTPA. Observa-se que, com as
concentragdes crescentes de Ho, ha a substituicdo de 60%, 70% e 90% do Gd complexado.
Também se verifica que, com o tempo de armazenagem, o equilibrio se restabelece e o Gd

substitui parcialmente o0 Ho no complexo Ho-DTPA.

Transmetalagdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Tm

0O Gd-DTPATmM 1:2

O Gd-DTPATm 1:1

0O Gd-DTPA:Tm 1:0,5

B Gd-DTPA:TmM 1:0

% Gd-DTPA

Figura 36 - Influéncia da concentraco e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Tm e Gd no complexo Gd-
DTPA.

Considerando a transmetalagdo do Gd pelo Tm (Figura 36), observa-se que,

inicialmente, as concentragcdes crescentes de Tm substituem 40%, 70% e 100% do Gd
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complexado. Observa-se que o Gd, também substitui 0 Tm do complexo, pois as
concentracdes de Gd-DTPA aumentam ao se comparar o tempo inicial com o final para as trés

solucdes.

Transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Yb

0 Gd-DTPA:Yb 1:2

il

& Gd-DTPAYb 1:1

0 Gd-DTPA:Yb 1:0,5

B Gd-DTPAYb 1.0

% Gd-DTPA

Figura 37 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reagdo de transmetalagdo entre Yb e Gd no complexo Gd-
DTPA.

Na Figura 37 pode-se observar a transmetalacdo do Gd pelo Yb, onde se verifica que,
as concentracdes crescentes de Yb, substituem 40%, 80% e 95% do Gd complexado, e quando
comparado o tempo de armazenagem inicial e final, observa-se que o Gd também substitui o
Yb do complexo formado entre Yb-DTPA.

Transmetalac&o do Gd do complexo Gd-DTPA pelo Lu

0O Gd-DTPA: Lu 1:2

B Gd-DTPA: Lu 1:1

0 Gd-DTPA: Lu 1:0,5

B Gd-DTPA: Lu 1:0

% Gd-DTPA

Figura 38 - Influéncia da concentracdo e do tempo na reacdo de transmetalacdo entre Lu e Gd no complexo Gd-
DTPA.
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A Figura 38 demonstra a transmetalacdo do Gd pelo Lu, onde se pode observar
comportamento similar aos outros lantanideos, ou seja, as concentragdes crescentes de Lu
substituem o Gd do complexo Gd-DTPA e quando comparado o tempo inicial de estocagem
(5 dias) ao tempo final (120 dias), verifica-se que o Gd substitui o Lu do complexo Lu-DTPA,
uma vez que a concentracdo de Gd-DTPA aumenta em torno de 20%.

De maneira geral, com excecdo do La, todos os outros lantanideos comportaram-se de
modo bastante similar, tanto quando comparado 0 aumento das suas concentra¢des, quanto o
decorrer do tempo de armazenagem. Destaca-se (Figura 3) que o complexo La-DTPA
apresenta valor de constante de estabilidade termodinamica menor do que Gd-DTPA, o que
justifica este ter sido o lantanideo que gerou a menor transmetalacao.

As Figuras 39, 40 e 41 mostram o comparativo entre os lantanideos em estudo, 0s
dados presentes nestas figuras consideram a média das concentracGes encontradas nos trés
tempos de armazenagem investigados. Pode-se observar o percentual de Gd substituido do
complexo Gd-DTPA, quando a concentra¢do do outro lantanideo é a metade da concentracéo
do Gd, quando as concentracbes de Gd e do outro lantanideo sdo iguais e quando a

concentracdo do outro lantanideo é o dobro da concentragédo de Gd.

Transmetala¢do do Gd do complexo Gd-DTPA por outros lantanideos
(concentragao 1:0,5)

100%

80%

60%

40%

20%

0%

|m Gd-DTPA O Ln-DTPA|

Figura 39 - Comparativo da transmetalacdo do Gd pelos outros lantanideos. Solugdes onde a concentragdo de Gd
é o dobro da concentracédo de Ln.

Na Figura 39 observa-se que, quando a concentracdo do outro lantanideo é inferior a
do Gd, os elementos que mais substituem o Gd no complexo Gd-DTPA séo o Ho e o Eu,

deslocando praticamente 50% do Gd complexado, o que também sugere que todo o Ho e o0 Eu
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presentes se ligam ao DTPA. Os elementos que menos substituem s&o o La e o Nd,

substituindo em torno de 10% do Gd.

Transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA por outros lantanideos
(concentracao 1:1)
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Figura 40 - Comparativo da transmetalacdo do Gd pelos outros lantanideos. Solugdes onde a concentragéo de Gd
é igual a concentragdo de Ln.

Na Figura 40 pode-se observar que, quando os outros lantanideos estdo presentes na
mesma concentracdo que o Gd na solucdo, eles substituem em torno de 70% do Gd do
complexo Gd-DTPA, excetuando-se o La, que desloca 10% e o Nd, que desloca 40%. Isto
sugere que os lantanideos Sm, Eu, Tb, Dy, Ho, Tm, Lu e Yb possuem maior afinidade pelo

ligante DTPA que o préprio Gd.

Transmetala¢do do Gd do complexo Gd-DTPA por outros lantanideos
(concentracéo 1:2)
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Figura 41 - Comparativo da transmetalacdo do Gd pelos outros lantanideos. Solugdes onde a concentracéo de Gd
é a metade da concentracdo de Ln.
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Na Figura 41, ttm-se os outros lantanideos em concentragdes superiores ao Gd, onde
pode ser observado que a transmetalacdo ocorre em extensdo ainda maior, 80 a 90% do Gd
presente. O La foi o elemento que menos deslocou 0 Gd do complexo Gd-DTPA, deslocando
somente 10%, seguido do Nd que deslocou 50%. Entretanto, mesmo estando em concentracdo
inferior a dos outros elementos, o Gd n&o foi totalmente transmetalado em nenhuma das
solucdes.

Devido ao Gd** ser potencialmente téxico e sofrer transmetalacido quando
complexado, também foi investigado o efeito de outros elementos, além dos lantanideos,
presentes como contaminantes nas amostras de contraste. Nas Figuras 42 e 43 pode-se
observar a transmetalacdo do Gd pelos outros metais presentes como contaminantes.

Transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA por Ca, Fe, Cu e Zn

Ca Fe Cu 2n Ca Fe Cu Zn Ca Fe Cu Zn
(2:0,5) (1:2) 1:2)

|m Gd-DTPA O Me-DTPA|

Figura 42 - Comparativo da transmetalagdo do Gd por Ca, Fe, Cu e Zn. Solucdes em que a concentragao de Gd é
0 dobro da concentragdo dos outros elementos (1: 0,5), em que as concentracfes sdo semelhantes (1:1) e onde a
concentragdo do Gd é a metade (1:2).

A Figura 42 mostra o efeito dos metais Ca, Fe, Cu e Zn sobre o complexo Gd-DTPA.
Observa-se que, quando a concentra¢do dos outros metais é inferior a do Gd (1:0,5),0 Cué o
metal que causa a maior transmetalacéo, em torno de 25% do Gd é substituido, sendo que 0s
outros metais (Ca, Fe e Zn) substituem cerca de 10% do Gd. Com o aumento da concentragdo
dos metais investigados, de forma que atinjam a mesma concentracdo do Gd na solugéo,
observa-se que o Cu substitui praticamente 50% do Gd complexado, seguido do Fe, em torno

de 30%. Para o Ca e 0 Zn, a troca se mantém em torno de 10%. Quando a concentracdo dos
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metais em estudo ultrapassa a concentracdo de Gd, solugdo 1:2, observa-se que o Cu substitui
85% e o Fe substitui 50% do Gd do complexado, 0 Zn permanece substituindo os 10% e o Ca,
nesta concentracdo, ndo substitui o Gd do complexo.

Segundo Grobner, a transmetalacdo é facilitada pelo Zn, Cu, Fe, Ca ou acidos
enddgenos, que desestabilizam complexos de Gd, liberando 0 Gd** (GROBNER, 2006). Cabe
ressaltar que os metais Ca, Fe, Cu e Zn foram encontrados como contaminantes nos
contrastes, de forma que o Gd pode ser transmetalado por estes metais, antes de ser

administrado no paciente.

Transmetalagdo do Gd do complexo Gd-DTPA por Al, Si, Cr, As, Ba e Pb

100% ]

80% 1

60% A

40% 1

20%

0%

Al Si Cr As Ba Pb Al Si Cr As Ba Pb Al Si Cr As Ba Pb

(1:0,5) (1:1) (1:2)

|m Gd-DTPA T Me-DTPA|

Figura 43 - Comparativo da transmetalacdo do Gd por Al, Si, Cr, As, Ba e Ph. Solu¢fes em que a concentragdo
de Gd é o dobro da concentracdo dos outros elementos (1:0,5), em que as concentra¢Bes sdo semelhantes (1:1) e
onde a concentragdo do Gd é a metade (1:2).

Na Figura 43 observa-se a transmetalacdo do Gd do complexo Gd-DTPA por outros
elementos encontrados como contaminantes nos contrastes analisados. Nesta figura pode-se
verificar que, quando a concentragdo do outro elemento investigado € inferior a do Gd (1:0,5),
0 Al, 0 Si e 0 As sdo os elementos que mais substituem o Gd, cerca de 15%, 10% e 5%,
respectivamente. Considerando a proporcéo 1:1, observa-se que o As é o elemento que mais
substitui 0 Gd, cerca de 18%, seguido do Al 15%, Cr e Ba 5%. Quando é considerada a
solugdo em que os outros elementos estdo em concentracdo superior a do Gd verifica-se, que
0 As e 0 Al substituem aproximadamente 20% do Gd, enquanto os outros elementos nao

substituem o Gd do complexo nestas condigdes.
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nos ultimos anos, tem havido um maior interesse nas propriedades fisico-quimicas dos
quelatos de Gd, utilizados como agentes de contraste em RM. Alguns autores tém sugerido
que a descomplexacdo do Gd destas moléculas pode estar envolvida no mecanismo de uma
doenca nova, que ocorre em pacientes com insuficiéncia renal grave ou cronica terminal, a
fibrose sistémica nefrogénica (FSN) (COWPER, et al. 2005; COWPER; BUCALA, et al.
2003, MORCOS, 2007; ABRAHAM; THAKRAL, 2008 ; MUNDIM, 2009).

Desde 2006, pesquisadores tém sugerido relacdo entre a administracdo de quelatos de
Gd e o desenvolvimento de FSN em pacientes com insuficiéncia renal (GROBNER 2006;
MARCKMANN et al., 2006.). Nestes estudos, foi encontrada uma relacdo de tempo direta
entre a injecdo do contraste e o posterior inicio da doenca. A maioria dos casos publicados e
que relacionam o uso do contraste a base de Gd com a FSN, destacam o quelato gadodiamida
(Gd-DTPA-BMA/Omniscan®) e associam o fato deste quelato ser classificado como de
cadeia aberta e ndo iénico (PORT et al., 2008). Para ligantes macrociclicos, que formam
complexos cineticamente mais estaveis com o Gd, esta doenga ndo foi observada
(FRENZEL,2008).

Os contrastes sdo administrados ao paciente por via endovenosa e sua excre¢ao ocorre
pela via renal. A meia-vida de eliminacdo plasmaética é de cerca de 1,5 horas em individuos
saudaveis. Porém, em pacientes com insuficiéncia renal, o tempo para eliminagdo é maior,
chegando a exceder 30 horas (BELLIN et al., 2003; JOFFE et al., 1998). Sendo assim, dentre
as hipdteses propostas para explicar essa doenca, a mais amplamente aceita é a combinacdo de
insuficiéncia renal e a permanéncia do quelato de Gd no corpo do paciente, uma vez que a
chance de dissociacdo dos complexos aumenta com o tempo, especialmente para compostos
de cadeia aberta e ndo idnicos (PORT et al., 2008).

Sabe-se que reagdes de transmetalacdo ocorrem com ions enddgenos, frequentemente
aumentados na insuficiéncia renal, e dependem dos agentes de contraste individuais
(COWPER et al., 2000; BOYD et al., 2006; MARCKMANN et al., 2006). Estas reacfes séo
responsaveis pelo acimulo de Gd no corpo do paciente, uma vez que bidpsia na pele de
pacientes renais, que fizeram uso deste tipo de contraste, revela a presenca deste elemento

(HIGH et al., 2007). Também se verificou a presenca Gd em analise de sangue e cabelo de
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pacientes que realizaram exames de RM (SAUSSEREAU et al., 2008). Devido a isto, rea¢oes
de transmetalagéo séo consideradas causadoras da patogénese FSN.

Com a finalidade de contribuir no esclarecimento desta relacdo entre a FSN e 0 uso de
contrastes a base de quelatos de Gd, este trabalho teve como objetivos avaliar os metais
presentes como contaminantes neste tipo de contraste, bem como, verificar se estes estariam
na sua forma livre ou complexada e, ainda, investigar as reagdes de transmetalagéo, entre os
metais contaminantes e o Gd dos complexos, de forma que exista Gd** livre na formulacdo,

antes mesmo de ser injetada no paciente.

6.1 Contaminantes: ETR nos contrastes a base de quelatos de Gd

Neste estudo, buscou-se quantificar os ETR em seis marcas de agentes de contrastes a
base de quelatos de Gd disponiveis comercialmente (Omniscan®, OptiMARK®,
Magnevistan®, Viewgam®, Dotarem® e Gadovist®). Os resultados obtidos mostraram que
todas as amostras apresentaram os ETR pesquisados, com excecdo dos elementos itérbio,
lutécio e samério. Nas Figuras 44 a 48, pode-se observar o comparativo, em termos
percentuais, de cada ETR nos diferentes lotes de contrastes a base de quelatos de Gd das seis

marcas citadas.
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Figura 44 - Comparativo em termos percentuais de cada ETR nos diferentes lotes do contraste Omniscan®.
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Gadovist®
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Figura 45 - Comparativo em termos percentuais de cada ETR nos diferentes lotes do contraste Gadovist®.

Magnevistan®
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Figura 46 - Comparativo em termos percentuais de cada ETR nos diferentes lotes do contraste Magnevistan®.
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Figura 47 - Comparativo em termos percentuais de cada ETR nos diferentes lotes do contraste Dotarem®.
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Optimark® e Viewgam®
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Figura 48 - Comparativo em termos percentuais de cada ETR nos diferentes lotes dos contrastes OptiMARK® e
Viewgam®.

Ao se observar as figuras acima, percebe-se que, praticamente todos os medicamentos
apresentam maiores contaminagBes por térbio e tdlio. Considerando 0s contrastes
individualmente, é possivel verificar que o Omniscan® (Figura 44), na maioria dos lotes
analisados, apresenta maiores quantidades de térbio, europio e talio, com destaque ainda para
lantanio, itrio e neodimio. O contraste Gadovist® (Figura 45) também apresenta maiores
quantidades de térbio, eurdpio, talio e lantanio, apresentando menor variacdao entre os lotes
guando comparado ao Omniscan®. Os contrastes Magnevistan®, Dotarem® e OptiMARK®
apresentaram teores maiores para o térbio e tdlio, ndo sendo observada grande variacdo dos
outros ETR entre os lotes investigados, ja o contraste Viewgam® apresenta maior
contaminacgao por eurdpio, seguida por térbio e tulio, respectivamente.

A presenca destes elementos como contaminantes dos contrastes a base de quelatos de
Gd ja era esperada, uma vez que o medicamento é fabricado a partir do 6xido de gadolinio,
gue, sabidamente, contém os outros ETR como impurezas (Tabela 3). Os métodos utilizados
para a separacdo dos ETR sdo considerados pouco seletivos, pois estes elementos possuem
grande semelhanca entre si, tanto nas suas propriedades fisicas, quanto nas quimicas (LEE,
1999). A maior proporcdo de térbio, eurdpio e talio pode estar relacionada a estes trés
elementos permanecerem juntos durante as etapas de separagdo do processo Rhone-Poulene
de extracdo liquido-liquido para a separacdo de ETR, demonstrado na Figura 1 (McGILL;
MATHEY, 1993).

Quando comparados os elementos eurdpio (Z = 63), gadolinio (Z = 64) e térbio (Z =

65), verifica-se grande similaridade nas suas propriedades (Tabela 11). Os raios idnicos destes
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elementos sdo muito similares 0,947, 0,938 e 0,923 A°, respectivamente. Suas configuracoes
eletrdnicas demonstram que enquanto o Gd** (Xe) " apresenta os 7 elétrons desemparelhados,
fato que o0 torna 0 mais paramagnético entre os fons estaveis dos metais, 0 Eu** (Xe) e o
Th* (Xe) f® apresentam 6 elétrons desemparelhados. Outra importante caracteristica dos
lantanideos é a contracdo lantanidica, diminui¢cdo do tamanho atémico e idnico com o
aumento do numero atdmico. Isto ocorre devido ao efeito eletrostatico associado ao aumento
da carga nuclear blindada imperfeitamente pelos elétrons 4f. Como consequéncia, a
basicidade dos elementos decresce ao longo da série (LEE, 1999). Desta maneira, estando
estes trés elementos proximos e em sequéncia na tabela periddica, a diferenca de basicidade
entre eles é pequena, o que dificulta o processo de separacdo, uma vez que, ao longo da série
dos lantanideos, a diferenca de basicidade € responsavel pela separacdo nos métodos de
fracionamento (MARTINS; ISOLANI, 2005; JONES, 2001).

Devido aos outros ETR apresentarem comportamento quimico semelhante ao Gd, e
estarem presentes como contaminantes nas formulagdes dos contrastes, surge a preocupacgao
relativa a presenca destes elementos na sua forma livre, pois séo todos potencialmente tdxicos;
na verdade, tdo toxicos quanto o Gd. Sabe-se que o Gd** precisa ser associado a quelantes,
formando complexos estaveis, evitando seus efeitos toxicos (PALASZ; CZEKAJ, 2000; IDEE
et al., 2006; PERAZELLA et al., 2007). Isto significa que estes elementos, assim como o Gd,
devem ser quelados.

Sais de lantanideos geralmente hidrolisam na forma de hidréxidos, que se acumulam
no corpo, especialmente no baco, figado e 0ssos. Os caminhos de excre¢do sdo urina e fezes.
Na forma de complexo metalico, a excrecdo renal é aumentada e, consequentemente, a
toxicidade diminui (THUNUS; LEJEUNE, 1999). Assim, surge a suspeita do Gd néo ser o
unico possivel causador da FSN, mas qualquer outro ion lantanideo presente no contraste
como impureza.

Com a finalidade de investigar as reacdes de transmetalacdo do Gd** por fons
lantanideos, utilizou-se como modelo o ligante DTPA, caracterizado por formar complexos
lineares e idnicos. Foram preparadas amostras sintéticas; nestas, a propor¢do do complexo
Gd-DTPA foi mantida constante 1:1. Variou-se a concentracdo do outro ion sob investigacgéo,
de modo a este conter proporcéo inferior (0,5:1), igual (1:1) e superior (1:2) ao Gd-DTPA. O
pH de todas as amostras sintéticas foi ajustado a 7,3, pois se objetivava ter o complexo integro,

ou seja, que as solugbes em estudo ndo apresentassem Gd** e ligante livres. Segundo a
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literatura, em pH 7,4, as taxas de dissociagdo de complexos de Gd sdo baixas (BRUCHER,
2002).

Verificou-se de uma maneira geral que, com exce¢do do lantanio, todos os outros
lantanideos substituem consideravelmente o Gd de seu complexo Gd-DTPA, e a medida que
aumenta a proporcao do outro lantanideo em relacdo ao Gd, aumenta a transmetalagéo. Sendo
assim, € importante considerar a presenca dos mesmos e adicionar maior quantidade de
ligante as formulacdes, do contrario havera Gd livre em solucdo. Além disso, é necessario
considerar que os outros lantanideos, comprovadamente presentes nestes agentes de contraste,
também sdo potencialmente téxicos, quando presentes na sua forma livre (Ln*") e, por isso,
também devem ser complexados.

Muitos agentes de contraste a base de Gd apresentam excesso de ligante, na forma de
quelatos de célcio, em suas formulagcbes. Porém, verificou-se no presente trabalho, que a
quantidade de elementos metalicos, presentes como contaminantes, & superior a este
“excesso”, ou seja, 0S mesmos estdo na sua forma livre na formulacéo.

Quelatos de Gd sdo regidos por um equilibrio termodindmico entre Gd**, ligante e
complexo, que define a quantidade de Gd** e ligante livres gerados pela dissociacdo do
complexo. Quanto maior a constante de estabilidade termodindmica, mais estavel serd o
complexo formado. Estas constantes permitem comparar estabilidades no equilibrio, mas
podem ser inadequadas para se prever reacfes, uma vez que a termodindmica ndo leva em
conta o fator tempo. Desta forma as conststantes de estabilidades cinéticas, que consideram a
velocidade em que o equilibrio € atingido, devem ser levadas em consideracdo. O estudo da
velocidade de reacdo é importante para determinar porque alguns complexos transmetalam
facilmente e outros ndo (PORT et al., 2008). Esta estabelecido que os ligantes macrociclicos
tém cinética de descomplexacdo mais lenta que os lineares, e que esta baixa estabilidade
cinética dos complexos de cadeia aberta deve-se a rapida abertura destes complexos, devido a
sua mobilidade conformacional (KUMAR, 1997; MORCOS, 2007). Sendo assim, o principal
parametro fisico-quimico para avaliar a transmetalacdo € a constante de estabilidade cinética,
apesar dos dados disponiveis serem as constantes de estabilidade termodindmica e condicional,
e estes ainda ndo incluem os lantanideos para a maioria dos ligantes.

Neste trabalho o fator tempo foi levado em consideracdo. As medidas foram realizadas
considerando os periodos de 5, 60 e 120 dias. Porém, verificou-se que o tempo n&o
influenciou significativamente na transmetalacdo. Na figura 49 é possivel observar as

constantes de estabilidade termodindmica do Gd e de outros elementos com o ligante DTPA.
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Figura 49 - Constantes de estabilidade termodindmica de complexos formados com o ligante DTPA (IUPAC,
2005).

Na Figura 49, os numeros (1 ao 6) estdo dispostos em ordem decrescente dos
resultados obtidos nas reacfes de transmetalacdo. Verifica-se que os valores de constante de
estabilidade termodindmica, dos elementos destacados, sdo similares ao valor da constante
Gd-DTPA.

6.2 Contaminantes: Outros elementos nos contrastes a base de quelatos de Gd

Além da contaminagdo pelos ETR, outro problema associado aos contrastes a base de
quelatos Gd é a contaminacdo por metais endégenos e a liberacdo de Gd** e do ligante livre,
seja na formulagdo, ou in vivo. O ligante livre causa desequilibrios nos niveis de eletrdlitos no
sangue, enquanto o Gd** livre vem sendo atribuido a reacdes de transmetalacdo
(SWAMINATHAN et al., 2007).

Ha relatos na literatura de que, apds a administracdo intravenosa de meios de contraste
a base de quelatos de Gd, o cobre e o zinco intravasculares, que tém afinidade competitiva
pelo quelato, substituem parte do Gd na molécula quelante, como por exemplo, 0 DTPA
(ELIAS Jr, 2008). Cacheris e colaboradores realizaram estudos in vitro e in vivo desta relacéo
entre estabilidade do quelato de Gd, transmetalacao e toxicidade dos complexos de Gd. Estes

pesquisadores demonstraram que a quantidade de Gd transmetalado por ions metalicos
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enddgenos, € um fator determinante para a toxicidade associada aos complexos de Gd
(CACHERIS et al., 1990).

A transmetalacdo é facilitada por zinco, cobre, ferro, célcio ou acidos enddgenos, que
desestabilizam os complexos de Gd dos contrastes (GROBNER, 2006). Porém, em ensaios in
Vvivo, é necessario considerar que a maior parte dos ions metalicos enddgenos é estavel, uma
vez que se encontram ligados a proteinas ou enzimas. Por exemplo, ferro é mais provavel que
esteja ligado a ferritina e hemossiderina. Deste modo, a concentracao ferro livre € pequena e
supostamente insuficiente para causar transmetalacdo (CACHERIS et al., 1990). No entanto,
vérios fatores podem agravar a liberacdo de Fe** em pacientes com insuficiéncia renal. Sabe-
se que a aplicacdo de agentes de contraste provoca elevacdo de ferro sérico, mesmo em
individuos saudaveis. Além disso, pacientes renais crénicos sdao comumente tratados
intravenosamente com suplementos de ferro, 0 que torna esta associacdo perigosa
(VOROBIOV et al., 2003).

Com o objetivo de estudar os efeitos da transmetalagéo in vivo no agente de contraste
Gd-DTPA (Magnevistan®), Kiinnemeyer e colaboradores desenvolveram um método para a
determinacdo simultanea de Gd-DTPA, DTPA livre e seus produtos de transmetalacdo (Cu-
DTPA, Fe-DTPA e Zn-DTPA). Estes autores utilizaram a eletroforese com ionizacdo por
eletrospray e deteccdo por espectrometria de massa por tempo de voo (CE/ESI-TOF-MS)
para a determinacdo simultanea dos analitos em amostras de plasma sanguineo de pacientes
com funcdo renal normal. Os autores ndo observaram nenhum tipo de transmetalacdo e
atribuiram a ndo ocorréncia da reacdo ao fato dos pacientes ndo apresentarem insuficiéncia
renal. Para simular a suplementacdo de ferro, que muitos pacientes renais precisam, os autores
incubaram amostras de plasma com Gd-DTPA na concentracdo de 0,5 mmol L™, com e sem
adicdo de quantidade equimolar de ferro. Neste ensaio foi observado que 74,5% do Gd-DTPA
foi transmetalado a Fe-DTPA (KUNNEMEYER et al., 2009).

Ensaios de transmetalacdo, in vivo, realizados por Puttagunta e colaboradores
investigaram a excre¢do de zinco, ap6s a administracdo dos contrastes Gd-HP-DO3A
(ProHance®), Gd-DTPA (Magnevistan®) e Gd-DTPA-BMA (Omniscan®), e verificaram
que o Gd-DTPA-BMA causou 0 maior aumento na excre¢cdo de zinco entre os trés agentes,
enquanto o Gd-HP-DO3A foi o mais inerte cineticamente (PUTTAGUNTA et al., 1996).
Kimura e Ishiguchi investigaram a excrec¢do de zinco e cobre em amostras de urina, apos a
administracdo intravenosa de Gd-DTPA-BMA (Omniscan®), Gd-DTPA (Magnevistan®) e
Gd-DOTA (Dotarem®). Os autores verificaram que o Gd-DTPA-BMA causou o0 maior
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aumento na excrecdo de zinco entre os trés agentes, o Gd-DTPA causou um aumento
moderado e 0 Gd-DOTA n&o provocou aumento. A excregdo de cobre ndo teve diferenca
significativa entre os trés agentes (KIMURA; ISHIGUCHI, 2005). Ambos os trabalhos
concluiram que a diferenca na excrecdo de zinco, entre 0s agentes de contraste, esta,
possivelmente, relacionada a transmetalacdo in vivo dos quelatos de Gd, e correlacionada a
estabilidade variavel dos agentes de contraste.

Estudos realizados para investigar a possibilidade de transmetalacdo do calcio,
sugerem que, in vivo, a transmetalacdo do calcio é maior do que a do zinco. Devido a
concentracdo sanguinea de Ca?* (cerca de 1,0 mmol L™) ser maior que a de Zn?* (cerca de 10 -
50 pmol L) o equilibrio se desloca para a formacao de Ca-DTPA, mesmo que a constante de
estabilidade termodinamica do Zn-DTPA seja maior do que a do Ca-DTPA (Figura 49), uma
vez que o que prevalece ¢ a estabilidade cinética (IDEE et al., 2006, IDEE et al., 2008).

Em outro trabalho, foi investigado o efeito dos agentes de contrastes sobre a presséo
sanguinea de ratos e verificou-se que os agentes de contrastes lineares Gd-DTPA
(Magnevistan®) e Gd-DTPA-BMA (Omniscan®) apresentaram efeito hipotensor, enquanto
0s agentes de contraste macrociclicos Gd-DOTA (Dotarem®) e Gd-HP-DO3A (ProHance®)
ndo apresentaram efeito significativo sobre a pressdao sanguinea. Neste mesmo estudo,
administrou-se Ca”" livre junto aos contrastes Gd-DTPA e Gd-DTPA-BMA e verificou-se que
ndo houve diminuicdo na pressdo. Os autores concluiram que, os dois complexos
macrociclicos, ao contrario dos lineares, ndo induzem diminuicdo da pressao sanguinea, e que
a osmolaridade nédo € o Unico parametro envolvido em o efeito hipotensor do Gd-DTPA, uma
vez que um fendmeno transmetalacdo rapida e transitéria do Gd** pelo Ca** pode ocorrer in
vivo, no caso dos agentes de contraste lineares (IDEE et al., 1998).

Sendo comprovado que in vivo o equilibrio entre o Gd-ligante pode ser alterado por
vérios cations tais como Fe*", Cu?*, Zn**, ou Ca**, que competem com o Gd**, resultando em
reacOes de transmetalacdo, buscou-se neste trabalho, investigar a presenca tanto de metais
enddgenos (Fe, Cu, Zn e Ca), quanto de outros elementos que possam estar presentes como
contaminantes (Al, Si, Cr, Pb, Ba e As) nos agentes de contrastes. Também, investigar as
possiveis reacdes de transmetalacdo, in vitro, de modo que o Gd possa estar na sua forma livre
na formulacao.

As amostras analisadas incluiram diferentes lotes e marcas comerciais de contrastes a
base de quelatos de Gd. Verificou-se que todas as amostras apresentam como contaminantes

os metais Cu, Fe e Zn, e que existe variagdo na quantidade dos analitos quando considerados
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lotes diferentes da mesma marca de contraste. O cobre encontra-se em quantidades elevadas
em todas as amostras, chegando a cerca de 10 mg L™ nos contrastes das marcas Omniscan®,
OptiMARK® e Gadovist®. O ferro também foi encontrado em todas as amostras, chegando a
cerca 2 mg L™ em alguns lotes de Omniscan® e de Gadovist®. O zinco esta presente em
menor concentracdo nas amostras analisadas, sendo determinado cerca de 1,5 mg L™ para o
Omniscan® e aproximadamente 0,8 mg L™ para Gadovist®, OptiMARK® e Magnevistan®.
Estes elementos podem ter origem na matéria-prima utilizada na fabricacdo dos agentes de
contraste. O oOxido de gadolinio pode apresentar como impurezas outros Oxidos metalicos,
dentre eles, o 6xido de cobre e o dxido de ferro (Tabela 3). Ja a contaminagdo por zinco pode
ter origem no recipiente onde esta armazenada a formulagdo farmacéutica (HERING, 1986).

O calcio também foi determinado nas amostras de contraste a base de quelatos de Gd.
Este elemento foi selecionado para a investigacdo in vitro, uma vez que in vivo ocorre reacao
de transmetalacdo entre estes elementos, de forma que Gd atua inibindo processos fisiologicos
que dependem do célcio (PALASZ; CZEKAJ, 2000; IDEE et al., 2006). Porém, cabe ressaltar
que alguns agentes de contraste, com o objetivo de garantir que ndo haja Gd livre em suas
formulacGes, apresentam como excipientes sais de sodio ou sais de calcio da molécula do
ligante (IDEE et al., 2006). O composto caldiamida sodica esta presente no Omniscan®,
calciobutrol no Gadovist® e no OptiMARK® versetamida de calcio e também cloreto de
céalcio di-hidratado, de forma que estas trés marcas de contrastes foram as que mais
apresentaram calcio nas determinacdes realizadas. Bianchi e colaboradores sugerem que o
Ca®* ¢ liberado de seus complexos, uma vez que estes apresentam constante estabilidade
termodinamica relativamente baixa, existindo Ca®* livre pode haver a transmetalacéo do Gd**
(BIANCHI et al., 2000).

Os contrastes das marcas Magnevistan®, Viewgam® e Dotarem® também
apresentaram calcio, porém, em menor quantidade. A origem deste elemento pode ser tanto
impurezas presentes na matéria-prima, quanto a embalagem em que é armazenado o
medicamento (BOHRER, 2012).

Com o objetivo de investigar a possivel transmetalacdo do Gd por estes metais (Ca, Fe,
Cu e Zn) realizou-se experimento similar ao efetuado, ou seja, prepararam-se solucdes
sintéticas de Gd-DTPA 1:1 e variou-se a concentracdo do outro metal sob investigacdo, de
modo a este conter proporcao inferior (0,5:1), igual (1:1) e superior (1:2) ao Gd-DTPA.
Verificou-se que, dentre os quatro metais avaliados, o cobre, seguido pelo ferro, causa maior

transmetalacdo, e que a mesma aumenta como 0 aumento da concentracdo destes metais. A
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transmetalacdo causada pelo zinco mantém-se constante nas trés concentragdes investigadas.
Ja o efeito do célcio sob o complexo Gd-DTPA € decrescente, ou seja, com 0 aumento da
concentracdo de calcio diminui a propor¢édo de Gd deslocado do complexo.

Na Figura 50 ¢é possivel observar as constantes de estabilidade termodinamicas destes
quatro elementos, Gd-DTPA e seus produtos de transmetalacdo com ferro, cobre e zinco.
Verifica-se que o Fe-DTPA possui valor superior ao Gd-DTPA, e que o complexo Cu-DTPA
possui valor proximo ao da constante termodindmica do Gd-DTPA podendo ser este o fator
que faz com que o cobre e o ferro troquem maior quantidade de Gd, do complexo Gd-DTPA,
em comparacdo com o zinco. Quando considerado o célcio, verifica-se pela Figura 49, que ele
possui constante de estabilidade termodinamica menor do que o Gd-DTPA, o que justifica a

baixa transmetalacdo observada experimentalmente.
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Figura 50 - Equacdo quimica do Gd-DTPA e possiveis produtos de transmetalagdo com fons enddogenos
(KUNNEMEYER et al., 2009).

Destaca-se, ainda, que os resultados encontrados sdo a média das determinacfes
realizadas durante quatro meses de armazenagem. Portanto, o fator tempo e a estabilidade
cinética foram considerados, uma vez que, segundo a literatura, a estabilidade cinética
prevalece sobre a estabilidade termodinamica (IDEE et al., 2006; IDEE et al., 2008). Porém,
nédo houve variagéo significativa nas concentragdes com a passar do tempo.

Os outros elementos investigados (Al, Si, Cr, Pb, Ba e As) foram encontrados, como
contaminantes, nas seis marcas de contraste a base de quelatos de Gd utilizadas neste trabalho
(exceto Ba no Dotarem®). O interesse por estes analitos surgiu devido a identificacdo de sua
presenca em uma varredura realizada por ICP-MS, em algumas amostras selecionadas. Ao se
investigar as possiveis reacdes de transmetalacdo, causadas por estes elementos no complexo

Gd-DTPA, verificou-se que, somente o0 Al e 0 As, transmetalam o Gd do complexo.
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7 CONCLUSOES

Na primeira parte deste trabalho, foram investigados os elementos presentes como
impurezas e/ou contaminantes em contrastes a base de quelatos de Gd. Devido a elevada
concentracdo do quelato neste tipo de formulacdo e em virtude dos ligantes utilizados em sua
composicao, foi necessaria uma avaliacdo dos procedimentos para 0 preparo das amostras.
Entre a digestdo por UV e a degradagdo térmica em mufla, o segundo procedimento gerou
melhores resultados.

A analise realizada por ICP-MS mostrou gque as seis marcas de contrastes a base de
quelatos de Gd, utilizadas neste estudo, apresentam os ETR como impurezas. Verificou-se
que os elementos presentes em maiores proporc¢des sdo Th, Eu, Tm e La. A presenca destes
elementos esté relacionada a matéria-prima utilizada em sua fabricacdo, o 6xido de gadolinio,
que € comercializado com pureza de 99,9% e pode conter até 5 ppm dos outros ETR.

A partir dos resultados obtidos pelas técnicas de AAS, verificou-se que o Cu esta
presente em altas concentracfes em praticamente todas as amostras, seguido pelo Fe e Zn. O
Ca também foi encontrado nas amostras, chegando a concentraces de 2,5 g L™. Porém,
compostos de Ca séo adicionados como excipientes para estabilizar as formula¢6es. Contudo,
0s outros trés elementos ndo possuem esta aplicacdo. O Fe e o Cu sdo impurezas provenientes
do éxido de gadolinio, enquanto 0 Zn apresenta-se como um contaminante e sua origem pode
estar associada a embalagem em que é armazenada a formulacéo.

Al, Si, Ba, As, Pb e Cr estdo presentes em praticamente todas as amostras de
contrastes analisadas. Al e Si apresentam concentracdes elevadas, o que corrobora com o fato
destes elementos possuirem mais de uma origem de contaminacdo, a matéria-prima e a
embalagem de vidro.

A investigacdo da possivel transmetalagdo do Gd complexado por estes elementos,
realizada por LC-MS, mostrou que todos os ETR estudados substituem o Gd do complexo
Gd-DTPA. Considerando os metais enddgenos (Cu, Fe, Zn e Ca), que sdo associados a
transmetalacdo in vivo, observou-se que in vitro, o Cu foi o responsavel pela maior
transmetalacdo, seguido pelo Fe. Dos outros elementos avaliados, somente o Al e 0 As

substituiram o0 Gd do complexo Gd-DTPA, e em pequena proporgao.
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Pode se concluir, através dos resultados obtidos, que os elementos presentes como
impurezas nos Oxidos de gadolinio estdo presentes, como contaminantes, nas formulacdes dos
agentes de contraste. Baseado nos experimentos realizados constatou-se que, nos contrastes
investigados, a quantidade total de elementos metalicos ultrapassa o excesso do ligante
adicionado para estabilizar as formulages. Desta maneira, estes metais podem estar na sua
forma livre, o que possibilita a transmetalacéo do Gd de seus complexos e, consequentemente,
a liberacdo do mesmo. Além disso, pelos ensaios de transmetalacdo, verificou-se que a
maioria dos elementos investigados sdo capazes de transmetalar o Gd de seu complexo com o
DTPA.
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Tabela 23 - Reagentes utilizados.
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Reagentes

Fabricante

Solugdo Padrio de mulielementar de ETR 100 mg g™
Solugéo Padréo de Gadolinio (1000 mg g™ +8 mgg™)
Solugéo Padréo de Samario (1000 mg g™+ 0, mg g™)
Solugo Padréo de Lutécio (1000 mg g™+ 0,003 mg g™
Solug#o Padrao de Itérbio (1000 mg g™ + 0,003 mg g™*)
Solugdo Padr&o de Neodimio (1000 mg g™+ 0,003 mg g™)
Solug#o Padrao de Disprosio (1000 mg.g™'+ 0,003 mg.g™)
Solugao Padr&o de Holmio (1000 mg g™ + 0,003 mg g™)
Soluc¢éo padrdo de Eurdpio (1000 mg g'li 0,003 mg g'l)
Solugdo padrdo de Lantanio (0,999 mg g™ + 0,003 mg g™)
Solugdo padrao de Térbio (1000 mg g™+ 0,003 mg g*)
Solugo padréo de Talio (1000 mg g™ + 0,003 mg g™

Solugdo Padréo de Rédio 1000 mg g™

Solucéo Padréo de Aluminio (1000 mg g™ + 0,003 mg g™)

SepcSol, rastreado ao SRM 928
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3118a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3147a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 313a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3147a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3135a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3115a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3123a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SEM 3117a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3127a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3157a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3160a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3144
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3101a



HCI 5%.

Solucéo Padrao de Silicio 1000 mg g™

Solucéo Padrdo de Cromo 1000 mg g™

Solucéo Padréo de Ferro 1000 mg g™

Solucéo Padréo de Arsénio 1000 mg g

Solugdo Padréo de Bario 1000 mg g*

Solucao Padrido de Cobre 1000 mg g™

Solugdo Padréo de Chumbo 1000 mg g™

Solucio Padréo de Zinco 1000 mg g™

Cloreto de Calcio

Cloreto de Magnésio

Nitrato de paladio

Nitrato de amonio

Cloreto de zirconio

Borohidreto de sodio

DTPA- Acido Dietilenotriaminopentacético
Hidroxido de Sodio P.A

Acido Acético Glacial P.A

Acido Cloridrico P.A 37%

Acido Nitrico P.A 65% bidestilado
Peroxido de Hidrogénio

EDTA-Acido etilenodiaminotetracético
Sulfato de zinco

Negro de eriocromo -T (indicador complexométrico)
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NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3150
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3112a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3216a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3103a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3104a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3114
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3128a
NIST-USA

SepcSol, rastreado ao SRM 3168a
NIST-USA

Merck

Sigma Aldrich

Fluka

Sigma

Merck

Vetec

Fluka

Merck

Merck

Vetec

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck



Cloreto de sodio P.A

Cloreto de amonio

Hidroxido de Amonio

Acido formico 99.99%
Formiato de amonio 5M
Acetonitrila Hipergrade LC-MS

Vetec
Sigma-Aldrich
Merck

Supelco

Supelco
Lichrosolv Merck
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Parametros instrumentais do ICP-MS.

Tabela 24 - Condi¢des operacionais e parametros instrumentais do ICP-MS.

Cone e “Skimmer”
Pocessamento do sinal
Varreduras por leitura:
Leituras por replicata:
Numero de replicatas
Voltagem das lentes
Poténcia de radiofrequéncia
Tensdo no estagio analdgico
Tensdo no estagio digital
Fluxo do gés do auxiliar
Fluxo do géas do plasma
Fluxo do gas do nebulizador

Nebulizador
Cémara de nebulizacéo

Vazédo da amostra

Tempo morto

Modo de operagéo do detector
Tempo de permanéncia (dwell time)

Equacdes de correcédo

Pt

Peak hopping

50

1

3

8V

1100 W

-2156 V

1250 V

1,2 L min™?

15 L min™

~1,05 L min™

Pneumatico de fluxo cruzado
Camaéra de nebulizagéo de dupla
passagem do tipo Scott
~1,3mL min*

50 ns

Dual

50 ms

-0,125653 * **°Ce para o ***Nd
-0.0479028 * *°gr
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APENDICE C

Parametros instrumentais para recobrimento do forno de grafite e parametros de
operacdo do HR-CSAAS.

Tabela 25 - Pardmetros instrumentais para o recobrimento do forno de grafite com Zr.

Modificador: ZCl, Massa: 0,5 mg
Etapa T (°C) Taxa (°C s™) Aguecimento (s)
Secagem 90 7 15

Secagem 140 10 15

Pirdlise 1000 100 10

Atomizacao 2000 FP 5

FP: Poténcia maxima

Tabela 26 - Parametros de operacdo do equipamento HR-CSAAS e programa de temperatura para a
determinagdo de Sm.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Samario  429,6750 ZCl, (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 80 6 20 26,2 2,0
Secagem 90 3 20 23,3 2,0
Secagem 110 5 10 14,0 2,0
Pirolise 350 50 20 24,8 2,0
Pirolise 1700 300 10 14,5 2,0
Auto Zero 1700 0 5 5,0 0,0
Atomizagdo 2600 FP 8 8,0 0,0
Limpeza 2600 0 4 4,0 2,0

FP: Poténcia maxima



139

Tabela 27 - Pardmetros de operacdo do equipamento HR-CSAAS e programa de temperatura para a
determinacdo de Yb.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Itérbio 398,7994 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aquecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (s) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 80 6 20 28,3 2,0
Secagem 90 3 20 23,3 2,0
Secagem 110 5 10 14,0 2,0
Pirolise 350 50 20 24,8 2,0
Pirolise 1300 300 10 13,0 2,0
Auto Zero 1300 0 5 50 0,0
Atomizacdo 2100 1500 7 7,0 0,0
Limpeza 2500 500 4 4,7 2,0

Tabela 28 - Parametros de operacdo do equipamento HR-CSAAS e programa de temperatura para a
determinac&o de Lu.

Comprimento Corrente da Modificador/ Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Lutécio 335,9560 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) 4
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 80 6 20 28,3 2,0
Secagem 90 3 20 23,3 2,0
Secagem 110 5 10 14,0 2,0
Pirdlise 350 50 20 24,8 2,0
Pirolise 1400 300 10 12,8 2,0
Auto Zero 1400 0 5 5,0 0,0
Atomizacdo 2600 FP 8 8,0 0,0
Limpeza 2600 0 6 6,0 2,0

FP: Poténcia méxima
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APENDICE D

Parametros de operacdo do equipamento e programa de temperatura para a analise dos
metais determinados por GF AAS.

Tabela 29 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Zn.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa amostra (uL)
Zinco 213,9 0,8 4,0 ZCly /0,5 mg 20
Mg(NOs), /10 g
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirdlise 900 250 10 13,2 2,0
Auto Zero 900 0 4 4,0 0,0
Atomizacdo 1700 FP 3 3,6 0,0
Limpeza 2000 0 4 51 2,0

FP: Poténcia maxima
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Tabela 30 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Cu.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Cobre 324,8 0,8 3,0 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aquecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (s) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 120 2 10 17,5 2,0
Pirolise 1000 250 8 11,5 2,0
Auto Zero 1000 0 5 5,0 0,0
Atomizacdo 2500 FP 4 4,0 0,0
Limpeza 2600 0 4 4,2 2,0

FP: Poténcia maxima

Tabela 31 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Fe.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Ferro 248,3 0,2 6,0 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 10 24,0 2,0
Secagem 105 3 15 20,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirdlise 1300 250 10 14,4 2,0
Auto Zero 1300 0 5 5,0 0,0
Atomizagcdo 2600 FP 4 4,0 0,0
Limpeza 2600 0 4 4,0 2,0

FP: Poténcia maxima
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Tabela 32 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Al.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Aluminio  309,3 0,8 6,0 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aquecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (s) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirolise 1500 250 10 15,6 2,0
Auto Zero 1500 0 4 4,0 0,0
Atomizacdo 2600 FP 5 5,0 0,0
Limpeza 2650 0 4 4,1 2,0

FP: Poténcia maxima

Tabela 33 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacao de
Cr.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Cromo 357,9 0,8 4,0 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(csh (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirdlise 1100 250 10 13,4 2,0
Auto Zero 1100 0 6 6,0 0,0
Atomizagdo 2450 FP 5 50 0,0
Limpeza 2550 0 4 4,2 2,0

FP: Poténcia maxima
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Tabela 34 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Pb.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa (mg) amostra (uL)
Chumbo  283,3 0,8 4,0 ZCl4 (0,5) 20
Programa de temperatura
Taxa Aquecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (s) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirolise 900 250 10 13,2 2,0
Auto Zero 900 0 4 4,0 0,0
Atomizagcdo 1700 1400 4 4,6 0,0
Limpeza 2300 0 4 5,0 2,0

Tabela 35 - Parametros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinagdo de
Ba.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa amostra (uL)
Bario 553,6 0,5 6,0 ZrCly/05mg 20
CaCl,/50 pg
Programa de temperatura
Taxa Aguecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirdlise 1150 250 10 14,2 2,0
Auto Zero 1150 0 6 6,0 0,0
Atomizagcdo 2600 FP 6 6,0 0,0
Limpeza 2600 0 4 4,0 2,0

FP: Poténcia méaxima
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Tabela 36 - Pardmetros de operacdo do equipamento GF AAS e programa de temperatura para a determinacéao de
Si.

Comprimento Corrente da Modificador/  Volume da
Elemento Fenda (nm)
de onda (A-nm) lampada (mA) massa amostra (uL)
Silicio 251,6 0,2 10,0 ZrCl4/ 0,5 mg 20
Programa de temperatura
Taxa Aquecimento Gas inerte
Etapa T (°C) L Tempo (S) -
(°Cs™) (s) (L min™)
Secagem 90 5 20 34,0 2,0
Secagem 105 3 20 25,0 2,0
Secagem 110 2 10 12,5 2,0
Pirolise 1200 250 10 13,2 2,0
Auto Zero 1200 0 4 4,0 0,0
Atomizacdo 2600 1500 3 3,6 0,0

Limpeza 2650 0 4 51 2,0
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APENDICE E

Parametros de operacdo do equipamento HG AAS para a determinacdo de As.

Tabela 37 - Pardmetros de operagdo do equipamento HG AAS para a determinacdo de As.

Elemento Comprimento de onda (A-nm) Fenda (nm) Corrente da lampada (mA)

Arsénio 193,7 0,5 7,0

Parametros de operacéo

Tipo de aquecimento eletrotérmico
Temperatura de aquecimento do atomizador 925°C
Fluxo de N, 1,51 mL min*

Tempo de Integracéo 3x5s
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Condicoes da fonte ESI.

Tabela 38 - CondicOes da fonte ESI para a analise do complexo Gd-DTPA.
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Parametros ESI (+)-MS
Temperatura do gas de secagem (N,) 350 °C
Pressdo do nebulizador 40 psi
Fluxo de gas (N,) 8 L/min
Voltagem do capilar 3000V
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