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RESUMO

O céncer de préstata € o segundo tipo de cancer mais comum entre 0os homens, se
detectado precocemente a taxa de cura é de quase 100%. Nos ultimos anos a
medicina nuclear tornou-se uma ferramenta importante no diagnostico e estadiamento
do cancer de prostata, utilizando técnicas como a Tomografia por Emissédo de
Pdsitrons e Tomografia Computadorizada (do inglés Positron Emission Tomography
and Computed Tomography, PET/CT). O uso da tomografia PET permite mapear a
distribuicdo de emissores de positrons administrados ao paciente, possibilitando o
diagnéstico precoce de alteracdes fisiologicas. Para isso, € necessario que seja
administrado ao paciente um radiofarmaco cujo radionuclideo que o constitui seja um
emissor de pésitrons. O radiofarmaco Antigeno de Membrana Especifico da Préstata
marcado com 8F (do inglés Prostate Specific Membrane Antigen *¥F PSMA-1007),
cujo radionuclideo emissor de pdsitrons é o *¥F, tornou-se um alvo viavel para imagens
de prostata. A intensidade do acimulo de ¥*F PSMA-1007 em tumores da préstata
correlaciona-se positivamente com outras formas de avaliagéo e deteccéo do cancer
de préstata, tornando o diagnéstico mais assertivo. O 8F PSMA-1007 pode ser obtido
por uma reacéo de substituicdo nucleofilica, em que o 8F reage com um precursor.
Seu uso como preparacao farmacéutica requer que sejam realizados testes de
controle de qualidade, que atendam as Boas Praticas de Fabricacao estabelecidas
pelo 6rgédo regulador, no Brasil a ANVISA.

Visando a implementacdo da producdo e comercializacdo desse radiofarmaco no
CDTN, buscou-se estabelecer a sintese para esse produto e desenvolver
metodologias analiticas para seu controle de qualidade.

Foi implementado um procedimento de sintese do radiofarmaco 8F PSMA-1007 no
equipamento TRACERIab FX viavel e capaz de ser executado segundo as Boas
Praticas de Fabricagdo de Medicamentos. Desenvolveu-se e validou-se metodologias
analiticas para atestar que o produto cumpre com as especificagcdes do controle de
qualidade. As metodologias analiticas desenvolvidas neste trabalho em relacdo a
outras metodologias ja descritas, apresentam com principal vantagem o menor tempo
de execucao das andlises, reduzindo custos e possibilitando que o radiofarmaco tenha
sua qualidade atestada e seja liberado para uso em pacientes em menor intervalo de

tempo.

Palavras — chave: radiofarmaco, medicina nuclear, prostata, flior-18, PSMA



ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common type of cancer among men. If early
detected, the healing rate is almost 100%. Lately, nuclear medicine has become an
important tool in the diagnosis and staging of prostate cancer, by using techniques
such as Positron Emission Tomography and Computed Tomography (PET/CT). The
use of PET tomography allows mapping the distribution of positron emitters
administered to the patient, enabling early diagnosis of physiological changes. For that,
it must be administered to a radiopharmaceutical whose radionuclide that constitutes
it is a positron emitter. The radiopharmaceutical 18F PSMA-1007 (18F-labeled
Prostate Specific Membrane Antigen), whose positron-emitting radionuclide is 18F,
has become a viable target for prostate imaging. The intensity of the accumulation of
18F PSMA-1007 in prostate tumors is positively correlated with other ways of
evaluating and detecting prostate cancer, making the diagnosis more assertive. 18F
PSMA-1007 can be obtained by a nucleophilic substitution reaction, where 18F reacts
with a precursor. Its use as a pharmaceutical preparation requires that quality control
tests are carried out, which comply with the Good Manufacturing Practices established
by the regulatory body, in Brazil, ANVISA.

Aiming the implementation of the production and commercialization of this
radiopharmaceutical in the CDTN, an attempt was made to establish the synthesis for
this product and to develop analytical methodologies for its quality control.

A procedure for the synthesis of the radiopharmaceutical 18F PSMA-1007 was
implemented in the TRACERIab FX equipment, viable and capable of being performed
according to the Good Manufacturing Practices of Medicines. Analytical methodologies
were developed and validated to certify that the product complies with the quality
control specifications. The analytical methodologies developed in this work in relation
to other methodologies already described, have the main advantage of the shorter
execution time of the analyses, allowing the radiopharmaceutical to have its quality

attested and to be released for use in patients in a shorter period.

Keywords: radiopharmaceutical, nuclear medicine, prostate, fluor-18, PSMA
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1 INTRODUCAO

O cancer de prostata € o segundo tipo de cancer mais comum entre 0os homens.
Estima-se cerca de 65.840 novos casos no Brasil para cada ano do triénio 2020 —
2022 (INCA, 2021).

O diagnostico precoce do cancer possibilita melhor chance de tratamento, uma vez
gue se o tumor é diagnosticado em estagio inicial sera possivel conté-lo de forma mais
eficiente. Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de formas de diagnéstico
gue sejam eficazes na detecgéo.

As formas mais tradicionais de diagndéstico para o cancer de préstata sédo a dosagem,
sérica do antigeno prostatico especifico (do inglés Prostate-Specific Antigen, PSA) e
0 toque retal. Porém, atualmente tem-se apresentado alternativas que podem
antecipar o diagnéstico desse tipo de cancer, o que traz ao paciente melhores chances
de recuperacdo e cura. Uma dessas alternativas € o uso de radiofarmacos que
fornecem imagens de tomografia por emissao de paositron (do inglés Positron Emission
Tomography, PET). A obtencdo da imagem de tomografia PET se da por meio da
administracéo de um radiofarmaco, cujo radiois6topo seja emissor de pésitrons. Com
o0 passar do tempo, esta molécula ira acumular na area do corpo em que possuli
afinidade, propiciando que haja emissdo de radiacdo suficiente para obtencdo da
imagem (ROBILOTTA, 2006).

Os radiofarmacos séo preparacdes farmacéuticas, sem acao farmacoldgica, que
podem ter finalidade diagndstica ou terapéutica, e contém um ou mais radioisétopos
em sua composicao (ANVISA, 2020).

O radiofarmaco ®F-PSMA-1007 tem sido utilizado para obtencdo de imagens da
prostata que permitem varios manejos clinicos, por exemplo, bidpsia guiada por
imagem, estadiamento de tumor primario, localizacdo de recidiva bioquimica,
planejamento de radioterapia, previsao e avaliacdo do tumor. (HONG, 2020)

O antigeno de membrana especifico da préstata (do inglés, Prostate-Specific
Membrane Antigen, PSMA) é uma glicoproteina de superficie celular, que esta super
expressada em células de cancer (OH, 2018). Moléculas de PSMA marcadas com *8F
irdo ligar-se, com alta afinidade, ao PSMA ja presente na célula. Tendo em vista que
nas células cancerosas o PSMA esta super expressado havera, entdo acumulo de
PSMA marcado nessas células, o que permite a obtencéo de imagens por tomografia
PET que revelam a presencga do tumor, assim como sua agressividade e extenséo.
(HONG, 2020) (HOFMAN, 2020) (OH, 2018)
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Para que os radiofarmacos possam ser usados pelo paciente de maneira segura é
necessario que sua qualidade seja atestada. O controle de qualidade assegura que
0s testes relevantes e necessarios sejam executados, garantindo que o produto ndo
seja liberado para uso ou venda, até que sua qualidade seja julgada satisfatoria para
a administracao (ANVISA, 2019a).

A qualidade dos produtos pode ser controlada por meio de ensaios analiticos e
microbiolégicos. Esses ensaios podem ser procedentes de compéndios oficiais, ou
desenvolvidos pela empresa. A confiabilidade dos resultados deve ser comprovada,
por meio da validacdo analitica, que ira confirmar e fornecer evidéncias objetivas de
gue o método analitico produz resultados confidveis e adequados a finalidade a que
se destina. (ANVISA, 2017)
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2. OBJETIVO

Executar a sintese do radiofarmaco 8F PSMA-1007, desenvolver e implementar
metodologias analiticas para o controle de qualidade do radiofarmaco F PSMA-1007,
bem como realizar as valida¢des analiticas e de processo produtivo, assegurando a

qualidade do produto final e sua estabilidade.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Anatomia da prostata

O sistema reprodutor masculino € composto pelos testiculos, por ductos, por
estruturas de suporte, como, escroto e o0 pénis, e por glandulas sexuais acessorias.
Dentre as glandulas sexuais acessorias tem-se a prostata, que se localiza abaixo da
bexiga urinaria e envolve a uretra (Figura 1) (MACEA; PINTO, 2010).

Figura 1- Estruturas do sistema reprodutor masculino

Ureter

L’- Ducto deferente

Sinfise ptbica
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Reto ——

Ducto ejaculatério Préstata

Glandula bulbouretral
(de Cowper)

Uretra

Pénis

Testiculo

Escroto

Fonte: (MACEA; PINTO, 2010)

A préstata encontra-se em posicdo imediatamente anterior ao reto, justificando o
exame de toque retal como uma forma de avaliagdo prostatica (SARRIS, 2018). A
organizagdo da prostata do adulto é comumente descrita trés zonas que exibem
regibes anatdmicas distintas: a zona central, uma zona de transicdo e uma zona
periférica (Figura 2) (MARKER; A DONJACOUR; DAHIYA; CUNHA, 2003) (CUNHA et

al., 2004).
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Figura 2 - Zonas da prostata
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Fonte: Intervencdo prostatica. Dr.Pixel. Campinas: Dr Pixel, 2018. Disponivel em:

Zona periférica

https://drpixel.fcm.unicamp.br/conteudo/intervencao-prostatica. Acesso em: 03 Mar. 2022

Ao longo dos periodos de desenvolvimento do homem, a prostata modifica-se em
tamanho, até a puberdade ha um lento aumento, tornando-se mais acentuado até os
30 anos e permanecendo estavel até os 45, quando pode ocorrer novo aumento. O
aumento de tamanho excessivo caracteriza o surgimento de uma neoplasia (MACEA;
PINTO, 2010)

3.2 Crescimento celular da préstata

Na préstata o crescimento celular é regulado pelo epitélio e pelo estroma prostético,
a interacdo dessas duas regides culmina no crescimento prostatico (LEE et al., 2001).
A testosterona € o principal horménio sexual masculino, trata-se de um esteroide que
desempenha importantes papéis em homens, por exemplo, atuar no desenvolvimento
de tecidos reprodutores masculinos, como testiculos e prostata, atuar na promogao
de caracteristicas sexuais secundéarias, como o aumento da massa muscular,
aumento e maturagdo dos 0ssos e o crescimento do cabelo corporal (MOORADIAN
et al., 1987).

Dentre as fungbes desse hormonio destaca-se seu importante papel estimulador das

células prostaticas. Quando no interior das células, sob acdo da enzima 5-a-redutase
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a testosterona € convertida em 5-a-diidrotestosterona (DHT), Figura 3, que se liga aos
receptores androgénicos (RA).
Figura 3 - Estruturas quimica da testosterona e da 5- a- diidrotestosterona
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Fonte: o autor

A ligacéo entre DHT e RA acarreta uma alteragao na conformacao deste receptor, que
expbe segmentos que tém a capacidade de se ligarem a cadeia de DNA de genes que
sdo sensiveis aos andrégenos, (do inglés, hormone responsive element, HRE). A
ligacdo DHT-RA ao HRE funciona como um fator de iniciacdo na transcricdo dos
genes sensiveis aos androgenos e, também, fator de iniciagcdo para a sintese de
proteinas que modulam a proliferacdo e a secrec¢do das células prostéticas. (LEZE,
2011). Os fatores de crescimento, (do inglés, growth factors, GF) sdo peptideos
celulares que também tém um importante papel estimulador sobre a proliferacao das
células prostaticas, uma vez que apresentam potente atividade mitogénica. No tecido
normal prostético esses fatores estao presentes em grande quantidade, onde exercem
funcdo paracrina e autocrina na proliferacdo celular, além de exercer potente
mediacao da interacdo estroma-epitélio. Sabe-se que os RA e a 5-a-redutase séo
encontrados tanto no epitélio como no estroma, o0 que o0s torna sensiveis a acéo da
DHT. Diante disso, acredita-se que o crescimento e diferencia¢do da préstata é fruto
da influéncia androgénica sofrida pelas células do estroma, o que acarreta a producao
de mediadores que irdo atuar sobre o epitélio (CARSON-JURICA et al., 1990).

Nos ductos prostaticos a porcao distal e apical € um segmento que esta em constante
proliferacdo e onde néo ocorre apoptose celular. JA& o segmento intermediario
apresenta importante atividade secretora, onde ndo ha crescimento e, também, nao
h& apoptose, sendo a parte responsavel pela secrecao ativa da glandula. Por fim, no
segmento proximal ndo ha divisdo celular, como também ndo ha secrecdo, ha um
constante processo de apoptose. (MACEA; PINTO, 2010)
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Essa modelo permite observar que o crescimento da prostata e seu volume final
dependem de um equilibrio entre as atividades que ocorrem nos diferentes
segmentos, ou seja, dependem do equilibrio entre a proliferacdo celular da porcao
apical e a velocidade de apoptose na porgao proximal (LEZE, 2011). Quando a taxa
de replicacdo celular é igual a taxa de morte celular, o 6rgdo ou tecido é estavel. Ja
se a taxa de replicacéo celular excede a taxa de morte celular isso resultara em taxas

aumentadas de replicagao celular (FOSTER, 2000).

3.3 Cancer e crescimento celular

O crescimento celular, que envolve aumento da massa celular, duplicacdo do &cido
desoxirribonucleico (do inglés deoxyribonucleic acid, DNA) e divisao fisica da célula,
a mitose, € um processo bem regulado que responde as necessidades do organismo.
Os fatores de crescimento séo polipeptideos que regulam a proliferacao celular, ao se
ligarem em receptores localizados nas membranas celulares, sendo responsaveis por
desencadear a proliferacéo celular normal (MACEA; PINTO, 2010).

Ha situacBes em que o estimulo para crescimento efetivo é benéfico para o organismo,
por exemplo, para reparo de uma alteracdo tissular. Nesse caso, as ceélulas se
multiplicam até que o tecido se recomponha e quando ficam em contato intimo umas
com as outras, ou seja, quando o tecido foi completamente regenerado, tem-se uma
inibicdo por contato que paralisa todo o processo de multiplicacdo (MACEA; PINTO,
2010).

Quando ocorre uma ruptura dos mecanismos reguladores da multiplicacéo celular a
célula comeca a dividir-se desordenadamente, o que pode resultar em células
descendentes que também tém propenséo a esse crescimento andémalo e € insensivel
aos mecanismos reguladores, isso resultara na formacao do que chamamos tumor ou
neoplasia (MACEA; PINTO, 2010) (FOSTER, 2000).

A hiperplasia prostatica benigna (HPB) € a condig&o clinica mais frequente a partir
dos 60 anos, sendo a neoplasia benigna da zona de transi¢cdo mais comum no homem.
A HPB é considerada uma doenca progressiva, definida como o crescimento continuo
da préstata, como mostrado na Figura 4, é resultado de uma proliferacdo celular ndo
neoplasica tanto das células estromais quanto das glandulas prostaticas. Apresenta
como quadro clinico o aparecimento de sintomas urinarios, como a retencao urinaria
aguda, reducao do calibre e da for¢a do jato urinario, intervalo entre as mic¢des inferior

a 2 horas, esforgco ou demora em iniciar a micgao, jato intermitente e esvaziamento
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incompleto, que geram impacto negativo na qualidade de vida. (LIMA; LORENZETTI
2010) (BRUM et al., 2005)

Figura 4 - A Prostata em tamanho normal sem obstru¢édo do canal da uretra. B Préstata aumentada
causando obstrucéo da uretra.

Urina

Prostata Prostata
normal aumentada
Uretra Uretra
normal comprimida

A B
Fonte: Doengas da prostata e a importancia do diagnostico com Ultrassom. Disponivel em:

https://tomocenter.com.br/doencas-da-prostata/. Acesso em 02. Mar. 2022

Por outro lado, o adenocarcinoma € o tipo de céancer de préstata mais comum,
correspondendo a mais de 95% dos casos de malignidade (BRASILEIRO FILHO,
2016). O adenocarcinoma prostatico ocorre predominantemente na zona periférica,
enquanto a hiperplasia prostatica benigna € predominantemente uma doenca da zona
de transicdo. (CUNHA et al., 2004)

3.4 Cancer de prostata

Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o cancer de préstata € o segundo tipo
de cancer mais comum entre os homens, estima-se o surgimento de 65.840 novos
casos de cancer de prostata no Brasil para cada ano do triénio 2020-2022, o que
corresponde a um risco estimado de 62,95 casos novos a cada 100 mil homens (INCA,
2021).

Na Tabela 1 é mostrada a incidéncia estimada de novos casos conforme a localizagcéo

priméria do tumor para homens.
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Tabela 1 - Incidéncia estimada de novos casos

Localizagé@o primaria Casos Novos (%)
Prostata 65.840 29.2
Cdlon e Reto 20.540 9.1
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 7.9
Estbmago 13.360 5.9
Cavidade Oral 11.200 5.0
Esb6fago 8.690 3.9
Bexiga 7.590 3.4
Laringe 6.470 2.9
Leucemias 5.920 2.6
Sistema Nervoso Central 5.870 2.6
Todas as neoplasias, exceto pele ndo melanoma 225.980 100.9
Todas as neoplasias 309.750

Fonte: https://www.inca.gov.br/numeros-de-cancer. Acesso em 02 Mar. 2022

Hyuna Sung e colaboradores (2021) avaliaram a incidéncia e mortalidade mundial
para 36 tipos de canceres em 185 paises. Foi observado neste estudo que em 112
paises o cancer de prostata é o mais frequentemente diagnosticado e em 48 paises é
a principal causa de morte por cancer entre homens. O estudo aponta uma estimativa
de quase 1,4 milhdo de novos casos e 375.000 mortes em todo o mundo. Por outro
lado, observa-se uma diminuicao das taxas de mortalidade em paises de alta renda,
desde meados da década de 1990, o que se atribui a avan¢cos no tratamento e
deteccao precoce.

A taxa de sobrevivéncia é de quase 100% se o cancer de prostata é detectado
precocemente, uma vez que a doenca estd, ainda, confinada a prostata e aos ganglios
linfaticos regionais. J4 se a doenca for detectada tardiamente, em sua fase
metastatica a taxa de sobrevivéncia cai abaixo 30% (KELLY et al., 2016).

Detectar a doenca de forma sensivel e especifica € importante para que se
compreenda o estadiamento correto dessa, o0 que ira possibilitar um manejo adequado
do paciente, melhorando de forma significativa seu prognoéstico (KELLY et al., 2016)
(BOUCHELOUCHE et al., 2010).

3.5 Deteccéao e diagnostico de Cancer de prostata
O exame de toque retal, as medidas séricas do Antigeno Especifico da Prostata (do
inglés Prostate Specific Antigen, PSA) e a ultrassonografia transretal sdo as formas

principais e classicas de detecc¢do do cancer de prostata (SROUGI et al., 2008).
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O exame de toque retal permite avaliar o tamanho, a forma e a consisténcia da
préstata, o que possibilita identificar a presenca de nédulos, porém esse exame deixa
cerca de 40% a 50% dos tumores fora do seu alcance, uma vez que € possivel palpar
apenas as porcoes posterior e lateral da prostata. (BACELAR JUNIOR et al., 2015)
(AMORIM, et al., 2011) (BRASIL, 2002)

O PSA é uma proteina produzida pela préstata e excretada pelo fluido seminal. No
homem saudavel essa esté presente em concentracdes baixas na circulagéo, aceita-
se como valores limites normais até 4 ng/mL, porém podem existir tumores com PSA
abaixo deste valor. A dosagem sérica de PSA é um exame de alta sensibilidade,
porém pouco especifico para a deteccdo do cancer, uma vez que um aumento dos
indices séricos de PSA pode estar relacionado com diferentes patologias, por
exemplo, prostatite, hiperplasia benigna, trauma prostético e infec¢do da prostata, ndo
sendo, portanto, especifico para o cancer (JUNIOR et al., 2015). Ha ainda falta de
consenso para o valor de corte dos niveis de PSA acima do qual deve-se indicar
bidpsia (BRASIL, 2002) (REIS; CASSINI 2010). Pacientes com PSA entre 4 a 10
ng/mL ou >10 ng/mL tém, respectivamente, 30% e 62% de probabilidade de terem
cancer de prostata (REIS; CASSINI 2010).

Quando se detecta em um paciente areas de maior consisténcia na glandula e/ou com
elevacdo dos niveis séricos de PSA, indica-se que seja realizada a biopsia para
investigar-se a presenca de doenca neoplasica. (SROUGI et al., 2008)

Nos ultimos anos a medicina nuclear tornou-se uma ferramenta importante no
diagnéstico e estadiamento do cancer de prostata, utilizando técnicas como o PET/CT
(do inglés Positron Emission Tomography and Computed Tomography) (VIDEIRA, et
al., 2020).

3.6 Tomografia por Emisséo de Pdsitrons (PET)

A Medicina Nuclear obtém as imagens através da administracdo de radiofarmacos, a
radiacdo emitida é captada externamente. A dose necessaria para realizacdo de um
exame de tomografia por emissao de positrons € mais baixa quando comparada com
as doses utilizadas como agentes de contraste em outras técnicas de diagnaéstico, tais
como a radiografia e a ressonancia magnética nuclear (RMN), sendo, portanto, uma
técnica segura para o paciente (OLIVEIRA et al., 2006).

A tomografia PET € um método de imagem, utilizado em Medicina Nuclear, que

permite mapear a distribuicdo de emissores de pdsitrons no corpo, possibilitando o
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diagndstico precoce de alteragdes fisiologicas. O uso dessa técnica requer que seja
administrado ao paciente um radiofarmaco cujo radionuclideo que o constitui seja um
emissor de positrons. O pasitron que é emitido a partir do radionuclideo colide com
um elétron do meio e ambos se aniquilam, dando origem a um par de fétons de energia
de 511 keV cada, que se propagam em sentidos opostos. Esses fotons sao detectados
externamente, e a informacéo € usada para a reconstrucdo das tomografias. Assim,
obtém-se um mapa da distribui¢cdo do radiofarmaco emissor de pdsitrons pelos tecidos
e oOrgdos do corpo, 0o que permite, avaliar a funcdo e a morfologia de o6rgaos

possibilitando, por exemplo, a localizacdo de tumores (ROBILOTTA, 2006).

3.7 Radiofarmacos

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2020) radiofarmacos sao preparacdes
farmacéuticas com finalidade diagndstica ou terapéutica que, quando prontas para o
uso, contém um ou mais radionuclideos.

Os radiofarmacos sédo formados por dois componentes, um elemento radioativo, o
radionuclideo, e um elemento nao radioativo que pode ser uma molécula
biologicamente ativa, um tipo de droga, ou uma célula, que ira atuar como carregador
ou ligante, e sera responsavel por conduzir o radionuclideo a um érgéo especifico
(PAYOLLA et al., 2019) (ANVISA, 2019a).

A farmacocinética dos radiofarmacos, ou seja sua absor¢céo, metabolismo e excrecao,
sera determinada por suas caracteristicas fisico-quimicas que estédo relacionadas a
parte ndo radioativa, enquanto as caracteristicas fisicas do radionuclideo serao
responsaveis por determinar se esse radiofarmaco destina-se ao uso diagnéstico e/ou
terapéutico (OLIVEIRA et al., 2006).

Na modalidade diagnéstico, sdo utilizados em exames de imagem, podem ser
administrados por via oral, intravenosa ou por inalacéo, e permitem a visualizacao de
seus tracadores radioativos em 6rgaos e tecidos. Na modalidade terapéutica os
radiofarmacos sdo administrados com uma alta dose de radiacdo, esse sera
direcionado ao orgéo ou tecido doente, podendo ser utilizados, por exemplo, no
tratamento de certos tipos de céncer e tratamento de glandula tiredide com

funcionamento excessivo (PAYOLLA et al., 2019).
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3.8 Uso de radiofarmacos para deteccéo do cancer de prostata

O 8F fluorodesoxiglicose (*¥F-FDG) é o radiofarmaco mais comumente usado em
tomografia PET (PIANOU et al.,, 2019). Um dos sinais do cancer trata-se do
metabolismo aumentado da glicose pelas células cancerosas, 0 que faz com que
qguando administrado o 18F-FDG se acumule nessas células, por esse motivo o 1¥FFDG
apresenta vantagens para diversos estudos em oncologia ou neurologia, tendo,
portanto, ampla aplicagdo no diagnostico de cancer por meio da tomografia PET
(MAFELD et al., 2015) (JADVAR, 2012).

Figura 5 - Molécula de 18F fluorodesoxiglicose
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Fonte: o autor

Porém, para o cancer de préstata esse radiofarmaco tem um papel limitado no
diagndstico e estadiamento da doenca, uma vez que ha sobreposi¢cao do acimulo do
marcador em tecidos normais e anormais da prostata, além de ndo haver penetracao
na membrana prostatica (JADVAR, 2012).

Diante das limitacdes apresentadas na tentativa do uso do ®F-FDG para deteccéo e
estadiamento do cancer de préstata fez-se necessario o desenvolvimento de outros
radiofarmacos.

Videira e colaboradores (2020) fizeram um levantamento dos radiofarmacos
desenvolvidos ao longo dos anos na tentativa de melhorar a acuracia do diagnéstico
do cancer de prostata, os trabalhos na literatura mostraram tentativas com N-3-
['8F]fluoropropylputrescine, 1¢- Acetate, 18F- Acetate, 11¢-Colina, '8F-Fluorometilcolina,
%8Ga-PSMA-HBED-CC, ®¥F-FDCFBC, ¥F-FACBC, 8F-DCFPyL, AI'®F-PSMA-11 e
BF-PSMA-1007.

3.9 PSMA-1007 radiomarcado
O antigeno de membrana especifico da préstata € uma glicoproteina de membrana

composta por um segmento intracelular (19 aminoéacidos), um dominio
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transmembranar (24 aminoacidos) e um dominio extracelular extenso (707

aminoéacidos) como mostrado na Figura 6 (GHOSH; HESTON, 2003).
Figura 6 - Representagéo da estrutura do PSMA-1007

> Dominio extracelular
707 aminoacidos
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Fonte: Barinka et al., 2008

Além do epitélio da prostata o PSMA encontra-se expresso na regiao dos tubulos
proximais do rim, na regido do jejuno no intestino delgado e em ganglios do sistema
nervoso (PIANOU et al., 2019).

Na prostata, 0 PSMA esta localizado no citoplasma e no lado apical do epitélio que
reveste os ductos prostaticos, quando ocorre transformacdo maligna na célula, o
PSMA é transferido do citoplasma para a superficie luminal dos ductos prostaticos
tornando-se uma proteina ligada a membrana (PIANOU et al., 2019).

O PSMA tornou-se um alvo viavel para imagens e terapia de préstata, uma vez que
estd expresso em quase todos os tipos de canceres de pristata com expressao
aumentada em carcinomas pouco diferenciados e metastaticos (BANERJEE et al.,
2010) (EDER et al., 2012). Em células cancerosas seu nivel de expressao é cerca de
1000 vezes maior quando comparado com o0s niveis fisiolégicos encontrados em
outros tecidos. Mesmo em células resistentes a castracdo, ou seja, células resistentes
a terapéutica hormonal, a super expressdao de PSMA esta presente (PIANOU et al.,
2019). Em todas as fases do cancer essa glicoproteina encontra-se altamente
expressa e fortemente regulado para cima, isso faz do PSMA um alvo promissor para
deteccdo em exames de imagem (EDER et al.,, 2012) (GHOSH; HESTON, 2003)
(PIANOU et al.,, 2019). O PSMA forma um complexo receptor ligante com um

substrato, com base nesse recurso, moléculas que imitam o substrato endégeno
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marcadas com o radionuclideo irdo ligar-se ao PSMA super expressado nas células
(OH et al., 2018)

O uso de agentes de imagem, no caso os radionuclideos, direcionados ao PSMA tem
aumentado significativamente a capacidade de verificar a presenca e extensédo da
doenca metastatica (WERNER et al., 2020).

O PSMA marcado com o radioisétopo 8Ga apresentou-se como uma boa alternativa
para diagnostico no céancer de préstata, uma vez que este radiofarmaco é
internalizado e se acumula em altos niveis, mesmo em pequenas metastases (EDER
et al., 2012). A emissdo de positrons do radionuclideo Ga pode ser usada para
imagens de tumores (BANERJEE et al., 2010).

Quando comparado com o radiois6topo 8F, o 8Ga apresenta algumas desvantagens,
dentre as quais podemos destacar: um menor rendimento de pdésitrons além de
positrons com maior energia, que ira afetar a qualidade da imagem obtida em exames
PET e prejudicar o diagnéstico. Além de um menor tempo de meia vida, restringindo
o tempo de aquisicao de imagens, bem como a distancia entre o local de producéo e
utilizagdo do farmaco marcado com o ®Ga (WERNER et al., 2018) (WERNER et al.,
2020).

Diante das vantajosas propriedades mostradas pelo radionuclideo 8F e das
propriedades quimicas do PSMA que favorecem a detecc¢do do cancer de prostata, o
radiofarmaco ¥F PSMA-1007 tem apresentado sucesso em seu uso para detecgdo

dessa doenca.

3.10 ¥F PSMA-1007

O PSMA-1007 marcado com 8F é a terceira geracdo de moléculas marcadas, ou seja,
agentes PET, direcionados PSMA da célula para detectar a presenca do cancer de
prostata. A primeira geracdo desenvolvida foi o '®F-DCFBC (N-[N-[(S)-1,3-
dicarboxipropil] carbamoil] — 4 - [*8F] fluorobenzil-L-cisteina) (Figura 7a), o 18F-DCFBC
foi capaz de detectar locais da doenca oculta que ndo foram detectados por
modalidades de imagem convencionais. No entanto, ¥F-DCFBC apresenta lenta
depuracédo sanguinea. Com objetivo de superar essas limita¢gdes surgiu a segunda
geracdo, o 8F-DCFPyL ((2-(3-(1-carboxi-5-((6-[*8F] fluoro-piridina-3-carbonil) amino)-
pendtil)-ureido)-acido pentanodidico)(Figura 7b), este ligante também apresentou-se
capaz de detectar a doenca, além de um perfil de seguranca favoravel. Porém,
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DCFBC e DCFPyL nao sao capazes de se ligar a nuclideos terapéuticos, assim surge
a terceira geracao, os ligantes de PSMA.

O PSMA é capaz de ligar-se ao nuclideo '"7Lu, formando o ’Lu PSMA-617, um
importante agente terapéutico. O PSMA-1007 (Figura 7c) surge como importante
agente diagnostico, além de melhorar uma caracteristica presente nos dois ligantes
citados anteriormente, a biodistribuicdo. O PSMA-1007 tem sua liberacéo reduzida na
urina, uma vez que apresenta excrecdo hepatobiliar, o que diminuiu seu acimulo em
células normais do leito prostético facilitando a avaliacdo e, consequentemente, a
deteccado do cancer de prostata (GIESEL et al., 2016) (HONG et al., 2020) (OH et al.,
2018).

Kesch et al. (2017), Giesel et al. (2018) relataram que a intensidade do acumulo de
PSMA-1007 (*¥F) em tumores da prostata correlaciona-se positivamente com outras
formas de avaliagéo e deteccdo do cancer de prostata, por exemplo, os niveis de PSA,

0 que corrobora para um diagnéstico mais assertivo.
Figura 7 - (a) Estrutura do ®F-DCFBC; (b) Estrutura do 8F-DCFPyL e (c) 8F-PSMA-1007
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Na Figura 8 é apresentada as regides de captacédo do 8F-PSMA-1007 aplicado em
pacientes com cancer de préstata. Em 9 (a) o paciente apresentou grande massa
tumoral na prostata infiltrando a vesicula seminal e metéstases para varios linfonodos
na pelve. Em 9 (b) o paciente apresentou uma grande massa tumoral na prostata e

varias metastases linfonodais.

Figura 8 -Regides de captacdo de ®F-PSMA-1007 em pacientes com cancer de préstata
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Fonte: GIESEL et al., 2016

3.11 Sintese do radiofarmaco ¥F PSMA-1007

Nos primeiros estudos em que o ¥F-PSMA foi utilizado em humanos esse
radiofarmaco foi obtido por um procedimento de sintese realizado em duas etapas
(CARDINALE et al., 2016) (CARDINALE et al., 2017). A primeira etapa consiste na
sintese do precursor da reacdo, o N,N,N-trimetil-5-((2,3,5,6-tetrafluorofenoxi)-
carbonil)piridina-2-amino trifluorometanossulfonato. Na segunda etapa ocorre reacao
do precursor com anion fluoreto (*8F°) que foi produzido por meio do bombardeamento
de prétons em agua enriquecida com 180. Este procedimento apresentou elevada
complexidade e rendimentos radioquimicos baixos, 1,5 a 6,0% (NAKA, et al., 2020).
Posteriormente, foi desenvolvido um novo procedimento em uma etapa Unica
(CARDINALE et al., 2017) A reacédo se da por uma substituicdo nucleofilica, em que
o fluoreto radiomarcado (*®F’) ataca o precursor da reacdo. Como resultado, o

procedimento de sintese foi simplificado e obtido melhores valores de rendimento
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radioquimico. A reagcao que ocorre entre o precursor e o anion fluoreto é mostrada na

Figura 9.

Figura 9 - Mecanismo da reagéo entre o precursor e o anion fluoreto levando a obtencéo de 18F PSMA

HN

OH COH

COH

HNTO
o ///,,ll” /\
o)\\\\\“\\“\/
o NH
4
U

‘BF

Para a sintese realizada em etapa Unica, Cardinale e colaboradores (2017a)
mostraram diferentes procedimentos realizados em diferentes modulos de sintese
disponiveis comercialmente. A Tabela 2 mostra um comparativo para os modulos

avaliando o tempo de sintese, os rendimentos e a pureza radioquimica obtida.

Tabela 2 - Comparativo de tempo, rendimento e pureza em diferentes médulos

Médulo de sintese Tempo de sintese Rendlmepto o _Purega_
reacao radioguimica

Tracerlab FX FN 55 minutos 24,3 -84,4% =97,0 %

GE Tracerlab MX 45 minutos 43,3-52,8% =950 %

NEPTIS Mosaic-RS 45 minutos 41,3-449% =950 %

IBA SYNTHERA+ 35 minutos 595e72,8% =950 %

Fonte: (CARDINALE et al., 2017)

3.12 Controle de Qualidade

Atualmente, no Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regula por
meio de Resolucdes de Direcdo Colegiada (RDC) e de Instru¢des Normativas (IN) o
setor de Radiofarmacos. A RDC 451, de 16 de dezembro de 2020, que dispde sobre
o0 registro, notificacéo, importacéo e controle de qualidade de Radiofarmacos, e a IN
37, de 21 de agosto de 2019, que dispde sobre as Boas Praticas de Fabricacao
complementares a Medicamentos Radiofarmacos séo as principais legislacdes que

regulam o setor. Além dessas, a RDC 301, de 21 de agosto de 2019, que dispde sobre
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as Diretrizes Gerais de Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos, apresenta
importantes normas que devem ser seguidas na producéo de Radiofarmacos.
Segundo o Art. 13 da RDC 301 o controle de qualidade é a parte das Boas Praticas
de Fabricacdo (BPF) que assegura que os testes relevantes e necessarios sejam
executados, e que 0s materiais ndo sejam liberados para uso, ou que produtos nao
sejam liberados para comercializacédo ou distribuicdo, até que a sua qualidade tenha
sido considerada satisfatoria.

Tendo em vista que os radiofarmacos seréo destinados a administracdo a humanos,
€ imprescindivel que se tenha informacdes reais da condicdo da qualidade desses e
gue cumpram todos os requisitos de qualidade pré-estabelecidos pelas legislacdes
vigentes (TAVARES et al., 2015) (MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019).
A Farmacopeia Brasileira estabelece que a producdo dos radiofarmacos devera
atender os requisitos de BPF de Radiofarmacos, além de atender as especificacoes
farmacopeicas (ANVISA, 2019a). Os procedimentos de controle de qualidade devem
sempre ser realizados antes da administragao ao paciente para garantir que o produto
se encontre dentro das especificacbes estabelecidas (MOLAVIPORDANJANI;
HOSSEINIMEHR, 2019). Porém, devido a meia-vida curta de seus radionuclideos,
alguns medicamentos radiofarmacos podem ser liberados antes da conclusdo de
todos os testes de controle de qualidade, nesse caso, a liberacao sera feita com base
em uma avaliacdo da documentacao do lote (ANVISA, 2019b).

O controle de qualidade envolve testes e medidas especificas que visam garantir a
pureza, poténcia, identidade do produto, seguranca biol6gica e eficacia dos
radiofarmacos (MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019). Os testes
necessarios para assegurar a qualidade dos Radiofarmacos dividem-se em duas
categorias: ensaios fisico-quimicos e ensaios microbioldgicos (TAVARES et al., 2015).
Os ensaios fisico-quimicos incluem as caracteristicas fisicas, pH, as determinagces
de pureza quimica e radioquimica, a identificacdo e pureza radionuclidica e a
determinacao de solventes residuais. Os ensaios microbiologicos incluem o teste de
pirogénicos e teste de esterilidade. Todos os testes realizados para liberacdo do
radiofarmaco devem seguir integralmente a monografia farmacopeica e na auséncia
de monografia farmacopeica, a metodologia deve ser fundamentada em literatura
cientifica (ANVISA, 2020).
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3.12.1 Controle de qualidade fisico-quimico

3.12.1.1 Inspecao visual

A formulagao final do produto deve ser inspecionada avaliando-se sua coloracéo e a
presenca de particulas na solucdo. A coloracdo deve ser caracteristica, conforme
especificacao farmacopeica ou referéncia cientifica. Quanto a presenca de particulas,
uma vez que se trata de um produto injetavel, espera-se a auséncia de qualquer
material particulado (MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019). A presenca de
material particulado no produto indica possivel falha em algum estagio da sintese do
radiofarmaco (SHUKLA et al., 2013). Para preparacdes de natureza coloidal deve-se
avaliar o tamanho e niumero das particulas presentes na preparacédo (OLIVEIRA et al.,
2006).

3.12.1.2 pH

O pH é importante para a estabilidade da preparacéo, por se tratar de um produto
injetavel esse deve apresentar compatibilidade fisiol6gica, devendo estar préximo de
7,4 (pH sanguineo). Contudo, devido a capacidade tamponante do sangue pode-se

alargar a faixa de pH permitida para a formulacdo (OLIVEIRA et al., 2006).

3.12.1.3 Pureza quimica e radioquimica

A pureza quimica corresponde a fragcdo do material na forma quimica desejada, seja
ela marcada ou néo. E a razdo da massa da molécula do composto de interesse em
relacdo a massa total da preparacédo (OLIVEIRA et al., 2006) (ANVISA, 2019a).

A presenca de impurezas quimicas antes da marcacdo radioativa pode levar a
espécies marcadas indesejaveis, o que pode, por exemplo, prejudicar a qualidade de
imagens obtidas em testes de diagnéstico. A fim de evitar ou diminuir a presenca
dessas impurezas, h& durante a sintese do radiofarmaco uma etapa de purificacao,
que pode ser realizada por métodos de separacdo quimica, como precipitacao,
extracdo por solvente, troca idnica e destilagio (MOLAVIPORDANJANI;
HOSSEINIMEHR, 2019).

A pureza radioguimica corresponde a porcentagem de radioatividade do radionuclideo
de interesse em relacéo a radioatividade total da formulacdo (ANVISA, 2019a).

A presenca de impurezas radioquimicas nas preparacdes radiofarmacéuticas
prejudica a qualidade da imagem e aumenta a dose de radiacdo para o paciente
(MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019). Essas impurezas podem originar-
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se da decomposicao do radiofarmacos, devido a acao do solvente, temperatura, pH,
luz, presenca de agentes oxidantes ou redutores e da radiolise
(MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019) (OLIVEIRA et al., 2006). A fim de
evitar ou diminuir a presenga dessas impurezas pode-se adicionar substancias com
caracteristicas antioxidantes, como ascorbato de sodio, acido ascorbico e sulfito de
sbédio, essas sao Uutilizadas para manter a estabilidade dos radiofarmacos nas
condi¢bes mencionadas (MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019).

3.12.1.4 Identificacéo e Pureza Radionuclidica
A identificacdo radionuclidica pode ser avaliada pelo calculo da meia-vida do
radionuclideo a partir do decaimento radioativo, uma vez que cada radionuclideo
possui tempo de meia vida caracteristico, é possivel identificar o radionuclideo
presente na formulacdo (LOBO FILHO et al., 2019).
O tempo de meia-vida (T12) € 0 tempo que leva para a atividade de um radioelemento
decair a metade do seu valor original (XAVIER et al., 2007).
Entdo, A (T12) = Ao/2.
O decaimento radioativo € expresso em funcdo da atividade emitida ao longo do
tempo, A(t), segundo a equacao matematica:

Equacgdo 1 — Equacdo para calculo da atividade

Ay = Ae (1)

Onde,
Ao = é a atividade medida no tempo inicial
A = é a constante de decaimento

Desta forma,

% = A,e /2 )
0,693
T1/2 = T (4)

(RUIVO et al., 2013)
A pureza radionuclidica representa a razéo, expressa em porcentagem, da radioatividade
do radionuclideo em relacdo a radioatividade total da preparagdo radiofarmacéutica
(ANVISA, 2019a), pode ser obtida pela determinacdo da energia e tipo de radiacdes
emitidas pelo radiofarmaco (MOLAVIPORDANJANI; HOSSEINIMEHR, 2019).
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A presenca de eventuais impurezas radionuclidicas esta relacionada com o modo de
producao do radionuclideo, o que prejudica a obtencédo de imagens em exames, além
de aumentar a radiacdo a qual o paciente esta exposto (MOLAVIPORDANJANI;
HOSSEINIMEHR, 2019).

3.12.1.5 Solventes Residuais

Solventes residuais sdo produtos quimicos organicos volateis que sdo usados ou
produzidos na fabricacdo de substancias ou excipientes de medicamentos, ou na
preparacao de medicamentos (ICH, 2021).

Durante a sintese de radiofarmacos podem ser utilizados solventes que nao sao
completamente removidos ao final do processo. Sabendo que esses solventes podem
ser prejudiciais a saude humana, é fundamental controlar e regular a quantidade de
solventes residuais em radiofarmacos (TING; LAHEY, 2021).

Para definicdo de limites aceitdveis de concentracdo desses solventes, 0 guia
“Impurities: guideline for residual solvents Q3C(R8)”, publicado 2021 na International
Conference on Harmonization (ICH) classifica os solventes em diferentes classes e
estabelece seus limites seguros. Os solventes foram avaliados quanto ao seu possivel
risco para a saude humana e colocados em uma das trés classes a seguir:

Classe 1 - solventes que devem ser evitados

Agentes cancerigenos humanos e solventes altamente prejudiciais para o meio
ambiente. Recomenda-se que esses solventes ndo sejam empregados na producao
de substancias medicamentosas. Porém se o uso desses for inevitavel na formulagéo
de um produto que apresente avanco terapéutico significativo, seus niveis devem ser
restringidos. Exemplos: benzeno, tetracloreto de carbono, 1,2-Dicloroetano, 1,1-
Dicloroeteno e 1,1,1-Tricloroetano.

Classe 2 - solventes que devem ser limitados

Carcinbégenos animais ndo genotoxicos ou possiveis agentes causadores de outra
toxicidade irreversivel, como neurotoxicidade ou teratogenicidade. Solventes
suspeitos de toxicidades significativas, mas reversivel. Exemplos: acetonitrila,
clorobenzeno, cloroférmio, etilenoglicol, hexano, metanol, piridina e tolueno.

Classe 3 - solventes com baixo potencial toxico

Apresentam baixo potencial toxico para o homem. Para os solventes dessa classe
considera-se que quantidades de solventes residuais de até 5000 ppm sao aceitaveis

sem justificativa. Quantidades superiores a essa podem ser aceitaveis desde que
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sejam justificadas e condizentes com as boas praticas de fabricacdo. Exemplos:
acetona, acido aceético, acido férmico, etanol, pentano, dimetilsulféxido, butanol e

trietilamina.

3.13 Validacédo de métodos analiticos

A validacdo das metodologias analiticas utilizadas no controle de qualidade de
produtos farmacéuticos € parte mandatéria das Boas Praticas de Fabricacdo. A RDC
166, que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos, define que a validagcéo
analitica é a avaliacdo sistematica de um método por meio de ensaios experimentais
de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os requisitos especificos
para seu uso pretendido séo atendidos (ANVISA, 2017).

A validacdo deve demonstrar a qualidade do método analitico, demonstrando que
esse produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se destina
(ANVISA, 2017) (MAPA, 2011). Além disso, a validacdo deve garantir a
rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade dos resultados para a tomada de
decisdes. (MAPA, 2011).

Os parametros que devem ser considerados para a validacdo dependem do ensaio a

ser realizado, o Quadro 1 mostra 0s ensaios requeridos para cada tipo de teste.

Quadro 1 — Parametros a serem considerados na validacao analitica

Teste de Impurezas Do.seamerlto
-dissolucéo
Parametro Avaliado Identificacao (qgantlf_lcagao)
-uniformidade de
Quantitativo Ensaio conteudo
Limite - poténcia
Exatidao N&o Sim N&o Sim
Precisao Repetibilidade N&o Sim N&o Sim
Precisdo Intermediaria N&o Sim N&o Sim
Seletividade Sim Sim Sim Sim
Limite de quantificagéo Nao Sim N&o Nao
Limite de deteccéo Né&o Néo @ Sim N&o
Linearidade N&o Sim N&o Sim
Intervalo N&o Sim Nao Sim

Fonte: (ANVISA, 2017). (a) Pode ser necessario em alguns casos
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3.13.1 Exatidao

E o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados por um método
analitico em um determinado ensaio e o valor real de referéncia, aceito como
verdadeiro (VALDERRAMA et al., 2009) (BRASIL, 2017).

A exatidao deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes:
baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel (BRASIL, 2017).

Para avaliacao da exatiddo de um método analitico pode-se utilizar a comparacgéo dos
valores obtidos com um material de referéncia, com um segundo método ja validado
ou com ensaios de recuperacao. (VALDERRAMA et al., 2009).

O Vocabuléario Internacional de Metrologia define a veracidade como o “grau de
concordancia entre a média de um nuamero infinito de valores medidos repetidos e um
valor de referéncia” esse conceito € semelhante ao apresentado pela RDC 166 para
o termo exatiddo: a exatiddo de um método analitico é obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagcdo a um
valor aceito como verdadeiro. Tendo em vista que para o registro de novos produtos
junto a ANVISA deve-se atender as legislacfes vigentes, o termo adotado nesse

trabalho sera exatidao.

3.13.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade do método analitico de responder de forma linear a
variacdo de concentracdo do analito, dentro de uma determinada faixa de aplicacao
(GIUDICE, 2016) (BRASIL, 2017).

Ao observar a resposta obtida para as diferentes concentracfes de analito é possivel
obter uma equacéo de reta formada pelo grafico resposta versus concentracao, pode-
se avaliar a linearidade pelo valor do coeficiente de regressao “b”, o intercepto “a” e 0
coeficiente de correlagao “R” (VALDERRAMA et al., 2009) (GIUDICE, 2016).
Espera-se que a resposta analitica seja diretamente proporcional a concentragéo,
sendo assim a equacao capaz de prever resultados serd uma equacéo de primeiro

grau, representada por:

y=bx+a+ ¢
Onde:

a: coeficiente linear ou intercepto
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b: coeficiente angular ou inclinacdo da reta

€: erro do modelo.

3.13.3 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccédo refere-se a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, sem, necessariamente ser quantificada. O limite de quantificacéo refere-se
a menor concentracao do analito que pode ser quantificada com precisao e exatidao
aceitaveis (GIUDICE, 2016) (BRASIL, 2017).

3.13.4 Preciséo

A preciséo é o grau de concordancia entre os resultados obtidos de cada teste quando
aplicado repetidamente a varias aliquotas de uma mesma amostra (VALENTINI et al.,
2007) (BRASIL, 2017).

A preciséo pode ser avaliada em diferentes niveis. A nivel de repetitividade, quando é
avaliada em condicfes idénticas, por exemplo, mesmo analista, mesmo dia, mesmas
condi¢cdes ambientais. A nivel de precisdo intermediaria, quando é avaliada em
pequenas variacdes dentro do mesmo laboratoério, por exemplo, execucédo do teste
por um analista diferente, execucdo em dia diferente. A precisdo intermediaria
representa a concordancia com os resultados da repetibilidade. A nivel de
reprodutibilidade, quando sao feitos ensaios interlaboratoriais (BRITO et al., 2003)
(VALDERRAMA et al., 2009) (GIUDICE, 2016).

3.13.5 Seletividade

A seletividade € a capacidade de medir exata e especificamente o analito de interesse
na presenga de outros constituintes que possam estar presentes na amostra, por
exemplo componentes da matriz e impurezas, além de constituintes do diluente e fase
movel utilizados no método analitico (VALDERRAMA et al., 2009) (BRASIL, 2017).

3.13.6 Robustez

Indica a capacidade do método em resistir a pequenas e deliberadas variacdes das
condicdes analiticas, por exemplo, temperatura, fluxo e pH de fase mével. O método
é dito robusto quando nao é afetado por essas pequenas variacoes (VALDERRAMA
et al., 2009) (BRASIL, 2017).
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3.14 Validacéo de processo

A instrucdo normativa (IN) 47 publicada pela ANVISA em 21 de agosto de 2019 dispbe
sobre Boas Préticas de Fabricagcdo complementares as atividades de qualificacédo e
validacdo, nela estd definido que a validacdo de processos consiste na evidéncia
documentada de que um processo, operado dentro dos parametros pré-estabelecidos,
pode desempenhar suas funcdes efetivamente e reprodutivamente para a producao
de um medicamento dentro de especificacbes e atributos de qualidade pré-
estabelecidos.

Na validacdo de processo € comprovado que o processo produtivo esta controlado
antes que o produto seja disponibilizado para o mercado, e que o sistema produtivo é
capaz de fornecer de uma forma constante medicamentos que atendam as
especificacdes farmacéuticas. A validacdo de processos € particularmente importante
Nos casos em que é necessario tomar a decisdo de liberar ou rejeitar um lote ou um
produto antes que todos os testes sejam concluidos, como € o caso da producao de
alguns radiofarmacos (EANM, 2007). Além dos atributos de qualidade que devem ser
atendidos deve-se levar em consideracdo, também, a radioprotecdo, de modo a
garantir que os radiofarmacos sejam preparados em ambiente adequado, com a
seguranca necessaria para o pessoal operacional (TODDE et al., 2017) (GILLINGS et
al., 2021).

Na IN 47 é determinado que para compor um estudo de validacdo de processo &
necessario um minimo de trés lotes consecutivos, fabricados sob condi¢cfes de rotina.
Deste modo a atividade inicial do radionuclideo, reagentes/solventes e suas
guantidades, parametros automatizados do modulo de sintese, condi¢cdes de reacao,
purificacdo e formulacdo devem ser os mesmos que se destinam a preparacdo de
rotina do radiofarmaco desejado (TODDE et al., 2017).

Os lotes produzidos como parte da validacdo de processo, devem ser totalmente
caracterizados do ponto de vista analitico, com o objetivo de verificar se o produto
atende aos critérios de aceitacdo quanto a todos os parametros de qualidade
estabelecidos (TODDE et al., 2017).

3.15 Estudo de Estabilidade
A estabilidade é definida como o tempo durante o qual uma preparacao farmacéutica

mantém suas caracteristicas dentro dos limites especificados, da mesma forma de
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qguando foi produzida, ou seja, o tempo em que o0 periodo de armazenamento nao
prejudica a seguranca e eficacia do produto (SILVA, et al., 2009).

Os estudos de estabilidade sdo preconizados para garantir que as preparacoes
farmacéuticas mantém sua integridade quimica, fisica e microbiologica dentro dos
limites especificados ao longo do tempo, mesmo sob influéncia dos fatores ambientais
(ANSEL et al., 2007) (SILVA, et al., 2009). Estes estudos sao utilizados para definir e
justificar o prazo de validade e as condi¢cdes de armazenamento do radiofarmaco
produzido. (EANM, 2007). Para radiofarmacos pode-se definir a estabilidade como o
tempo durante o qual o radiois6topo pode ser usado com seguranca para a finalidade
pretendida. Dessa forma, € importante que sejam realizados controles radioquimicos
e radionuclideos nos estudos de estabilidade de radiofarmacos (IAEA, 2006)
(MARTINS et al., 2011).

Na IN 80, publicada pela ANVISA em 16 de dezembro de 2020 é regulamentada a
documentacdo necessaria para o protocolo de registro de radiofarmaco. Nela é
preconizado que o estudo de estabilidade € parte da documentacdo necessaria
quando deseja-se registrar um novo radiofarmaco. Segundo a IN 80, a frequéncia dos
testes que serdo realizados na conducado do estudo de estabilidade deve ser definida
pelo fabricante e deve conter no minimo cinco pontos, correspondentes a cinco
intervalos de tempo feitos apd6s o fracionamento do produto, incluindo o tempo inicial.
Para os radiofarmacos disponibilizados em frascos multidose, deve-se investigar a
estabilidade apés a remocdo de doses sucessivas ao longo do prazo de validade
proposto (EANM, 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e equipamentos

A sintese foi executada no médulo de sintese TRACERLab FX (General Eletric, EUA).
Para o controle de qualidade utilizou-se ativimetro Capintec CRC-25R (EUA),
cromatografo liquido Agilent 1200 com detector ultravioleta e com detector de
radioatividade (EUA), cromatégrafo gasoso Perkin Elmer Clarus® 580 com detector
FID (do inglés, Flame lonization Detector), micropHmetro Mettler Toledo (EUA) e
analisador multicanal com detector de germéanio Canberra (EUA).

O reagente etanol absoluto grau HPLC foi adquirido da JT Baker (EUA). Os reagentes
acetonitrila grau HPLC, cloreto de potassio P.A., cloreto de sédio P. A., fosfato de
potassio monobasico P. A., fosfato de sddio monobasico P. A., acido fosférico 85%,
peroxido de hidrogénio 30% foram adquiridos da Merck (Alemanha).

A ANVISA recomenda que na validacdo de métodos analiticos deve-se utilizar
Substancia Quimica de Referéncia Farmacopeica (SQF) oficializada pela
Farmacopeia Brasileira, preferencialmente, ou por outros compéndios oficialmente
reconhecidos pela Anvisa. As substancias quimicas de referéncia de PSMA-1007,
desfluorotrimetil-PSMA-1007, desfluorohidroxi-PSMA-1007 e o precursor foram
comprados da Advanced Biochemical Compounds ABX (Alemanha). As substancias
quimicas de referéncia de etanol e dimetilsulféxido foram adquiridos da USP
Pharmacopeia. O padréo de tetrabutilamoénio foi adquirido da Sigma-Aldrich (EUA). O
kit para sintese de ¥F-PSMA-1007, contendo o cassete, 0s reagentes, e os cartuchos

para purificacdo utilizados, foi adquirido da ABX (Alemanha).

4.2 Sintese do radiofarmaco 8F-PSMA 1007

A sintese pode ser dividida nas seguintes etapas: producdo do 18F,
purificacdo/isolamento do 18F, reacédo de marcacéo, purificacdo e formulacéo.

A primeira etapa da sintese consiste na formacgédo do flor 18, que agira como
nucleofilo na reacédo seguinte (COENEN, 2007). O acelerador de particulas do tipo
ciclotron (PETtrace 16,5 MeV, General Eletric, EUA), utilizado para producéao de fltor
radioativo (*8F) esta instalado no Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
(CDTN), o '8F produzido no acelerador é enviado por meio de dutos ao médulo de
sintese.

No modulo de sintese o processo ocorre de forma totalmente automatizada, utiliza-

se 0 modulo de sintese GE TracerLab Mx (Figura 10), que € instalado no interior de
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uma ceélula quente (Figura 11). Foi adquirido da Advanced Biochemical Compounds
(ABX) uma sequéncia de comandos de eventos em tempos definidos para execucao

da sintese.

Figura 10 - Médulo de sintese TracerLab Mx

Figura 11 - Célula quente

Na Figura 12 é mostrado um desenho esquematico do cassete instalado no modulo
de sintese TracerLab Mx e destaca-se onde ocorrem cada uma das etapas de sintese
a partir da purificagdo do 8F.
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Figura 12 - Desenho esquematico do médulo de sintese TracerLab Mx
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Fonte: Advanced Biochemical Compounds (ABX)

4.3 Controle de qualidade do radiofarmaco F PSMA-1007

A caracterizacgdao fisico-quimica do produto foi feita através da inspecao visual, medida

de pH, determinacdo da identidade e pureza radionuclidica, identificacdo e pureza

radioquimica, pureza quimica e andlise de solventes residuais. O radiofarmaco F

PSMA-1007 ndo possui monografia na farmacopeia brasileira, dessa forma, deve-se

adotar as especificacdes de monografia presente em farmacopeia reconhecida pela

brasileira. Adotou-se as especificacdes da farmacopeia europeia, apresentadas no

Quadro 2.

Quadro 2 — Especificacdes adotadas para o radiofarmaco 8F-PSMA-1007

Testes

Especificacbes

Inspecéao visual

Solucao limpida, incolor ou levemente amarelada.

pH

Entre 4,5 € 8,5

Identificagcéo
Radioquimica

O tempo de retengdo (Tr) da amostra de PSMA-1007(18F) no ensaio de Pureza
Radioguimica deve ser semelhante ao Tr de PSMA padréo (aproximadamente 8
minutos).

Pureza
Radioguimica

A radioatividade de 18F-PSMA-1007 ndo deve ser inferior a 91% da radioatividade
total

continua
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Quadro 2 - Especificacdes adotadas para o radiofarmaco 18F-PSMA-1007 (continuacédo)

Testes Especificagdes

O tamanho e a intensidade da mancha obtida para amostra de PSMA-1007 (18F)
Pureza Quimica |ndo devem exceder os da mancha obtida para tetrabutilamonio (TBA) padrédo 260
pug/mL

o A area de PSMA na amostra de PSMA-1007 (*8F) nao é superior a area do pico
obtido para PSMA padréo (10 g/L).
A éarea de qualquer outra impureza néo € superior a area do pico obtido para
PSMA padréo (10 g/L).

e Total: A soma das areas de quaisquer picos significativos ndo é superior a 5
vezes a area do pico obtido para PSMA padrao 10 g/L.

PSMA-1007 e
substancias
relacionadas

Solventes Dimetilsulfoxido: < 0,5% piv
residuais
Determinacéo de < 10% Viv
etanol
Identificagcéo

. B A meia-vida deve estar entre 105 e 115 minutos.
Radionuclidica

N&o menos do que 99,9% das emissdes gama devem corresponder a picos de
511,0 + 0,5 keV; 1022,0 = 0,5 keV ou referentes ao espalhamento Compton do
flor-18

Pureza
Radionuclidica

Fonte: European Pharmacopoeia Supplement 10.5

4.3.1 Inspecgao visual
As amostras foram examinadas visualmente, avaliando-se se essas apresentavam

aparéncia translicida e auséncia de particulas.

4.3.2 pH
O pH foi medido utilizando um micropHmetro. Previamente a realizacdo das medidas
o micropHmetro foi calibrado com solucdes padrdes de pH 4,0, 7,0 e 9,0. E

posteriormente o eletrodo foi submerso na amostra para leitura direta.

4.3.3 Identificacéo e pureza radionuclidica
A identificacdo radionuclidica foi feita a partir do calculo da meia-vida fisica (ti2) do
radionuclideo. Usou-se ativimetro Capintec para aquisicao de 4 valores de atividade
espacados entre si em 10 minutos. Os valores medidos foram colocados na formula,
obtendo-se, assim, o valor de T12do radionuclideo.
Equacédo 2 - Equacéo para calculo do tempo de meia-vida
T12=(0,693)t
In (Ao/A)
Onde: Ao = atividade inicial
A = atividade medida no tempo t

t = intervalo de tempo (em minutos) entre duas medidas (ta - tao)
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A pureza radionuclidica foi analisada utilizando o espectrémetro de raios gama com
detector de germéanio. Em um frasco ampola contendo 15,0 mL de agua adicionou-se
1 pL do radiofarmaco. A amostra diluida foi colocada no equipamento para contagem
por 600 segundos.

4.3.4 Pureza quimica

A avaliacdo da pureza quimica foi realizada por meio de ensaio-limite, que permite
verificar se a quantidade do analito esta acima ou abaixo de um nivel previamente
estabelecido, sem o quantificar com exatiddo. Nesse caso, objetiva-se verificar se a
guantidade de tetrabutilaménio (TBA) presente na amostra, ap0s a purificacdo do
radiofarmaco, encontra-se dentro de limites aceitaveis.

Utilizou-se padréo de TBA na concentragédo do limite da especificagdo, 260,0 g/L, e
um segundo padrao na concentracdo de 50,0 g/L. Padrbes e amostra foram aplicados
conforme Figura 13 e em seguida aplicou-se 1 pL de solucdo de peroxido de
hidrogénio 30%. Apds secagem a placa foi colocada em recipiente contendo iodo para

revelagdo das manchas.

Figura 13 - Aplicacdo de padrBes e amostra para avaliacdo de pureza quimica

Padrio Amostra Padrio
50 g/L radiofarmaco 260 g/L

O O O

Placa CCD

4.3.5 Pureza radioquimica

A determinacdo da pureza radioguimica do ¥F PSMA-1007 foi avaliada por
cromatografia liquida. Foi utilizado Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia modelo
Agilent HP 1200 (CRLPD-01) equipado com um detector de radioatividade (Raytest —
Gabi Star) e UV-VIS com comprimento de onda de 225 nm.

Utilizou-se coluna Zorbax C18 (150 x 4,6) mm, 2,7 um, como fase maovel utilizou-se
uma solucédo fosfato pH 2,5 (Fase movel A) e acetonitrila (Fase mével B), modo
gradiente. Testou-se diferentes modos de gradiente e fluxo afim de encontrar melhor
resultado de separacgao. Estabeleceu-se o gradiente mostrado na Tabela 3 e fluxo de

1 mL/min.



47

Tabela 3 - Gradiente de fase mével

Tempo (min) Fase mével A Fase mdével B
0 90 10
03’00 90 10
0500 70 30
0800 40 60
0810 90 10
12°00 90 10

Ha duas impurezas conhecidas que devem ser avaliadas, uma delas é o préprio

precursor da reacdo, chamada impureza D (Figura 14 a) e a outra € formada quando

esse reage com um grupo hidroxila, ao invés do fluoreto '8F, chamada impureza C

(Figura 14 b).

Figura 14 - Impurezas conhecidas para 18F PSMA-1007

(a) Impureza

C

(b) Impureza D
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Fonte: Farmacopéia Européia

Preparou-se uma solucéo para adequacao do sistema, contendo as impurezas C e D,

para avaliagdo da resolucéo entre os picos, e uma solugéo padrao de PSMA-1007

10,0 g/L, nédo radioativa. A solugcdo de adequacéo foi injetada uma vez e a solucao

padrdo de PMSA néo radioativo, em triplicata; a amostra de ¥F PSMA-1007 também

foi injetada em triplicata. A pureza radioquimica foi determinada pela medida da area
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relativa ao pico de 18F PSMA-1007 em relacdo ao total de contagens pelo detector de
radioatividade.
Para avaliacdo da resolucdo entre os picos utilizou-se a equagéo apresentada na

Farmacopéia Brasileira:

Equacédo 3 — Equacdao para calculo do parametro de resolucdo
t,—t
N CERD
w,+ W,
em que

t2 e t1 = tempos de retencdo das duas substancias da mistura;
W1 e W2 = respectivas larguras dos picos na linha de base, pelo método da

triangulacao;

4.3.6 Solventes Residuais

Para determinacdo dos solventes etanol e dimetilsulféxido (DMSO) utilizou-se
cromatdgrafo gasoso (Perkin Elmer, Clarus 580) com uma coluna DB WAX 30 m x
0,25 mm silica fundida coberta com camada de 0,50 um ligacdo cruzada de
polietilenoglicol (Agilent J&W). O gas hélio (He) foi utilizado como gas de arraste com
fluxo conforme mostrado no Tabela 4. As temperaturas do injetor e do detector FID
foram mantidas a 250 °C e 300 °C, respectivamente. A temperatura do forno foi

estabelecida conforme Tabela 5.

Tabela 4 - Fluxo do gés de arraste

Fluxo Tempo de espera
4.0 0.50
8.0 Final

Tabela 5 - Temperatura da coluna

Taxa de variagao Temperatura Tempo de espera
0.0 120 0.01
45.0 210 0.00

A solucéo padrao (etanol (8% v/v) e DMSO e (0,3% p/v)) e a amostra foram injetadas
em triplicatas em um volume de 1,0 pL. A comparacao dos tempos de retencao (TR)
e das areas de cada pico (do inglés, area under curve, AUC) permitiu a identificacao

e a quantificagdo dos solventes na amostra.
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4.4 Validacao Analitica

4.4.1 Método para avaliacdo de pureza quimica

A avaliagédo da pureza quimica deve ser feita por meio de ensaio-limite, que permite
verificar se a quantidade do analito estd acima ou abaixo de um nivel previamente
estabelecido, sem o quantificar com exatiddo. Nesse caso, objetiva-se verificar se a
quantidade de TBA presente na amostra, apés a purificacdo do radiofarmaco,
encontra-se dentro de limites aceitaveis.

No caso de ensaio limite, devem ser avaliados os parametros de seletividade e de
limite de deteccéo (BRASIL, 2017).

4.4.2 Método para avaliacdo de pureza radioguimica e determinacdo de
solventes residuais

O método de avaliacdo de pureza radioquimica enquadra-se tanto em um tipo de
método de doseamento quanto de substancias relacionadas, e o método para
avaliacdo dos solventes, etanol e DMSO, enquadra-se em um teste de impurezas
quantitativo, dessa forma, conforme o Quadro 1 (pagina 38), deve-se avaliar todos 0s

parametros para esses meétodos.

4.4.3 Parametros avaliados nas validacdes analiticas

4.4.3.1 Linearidade

Para andlise da linearidade do método analitico estabeleceu-se seis diferentes
concentracfes. Preparou-se uma solucdo mae, essa foi diluida formando trés
solucBes estoque, de mesma concentracdo, e a partir dessas preparou-se cada um

dos seis niveis da curva de calibracdo, conforme mostrado na Figura 15.
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Figura 15 - Esquema para preparacao das solucdes utilizadas para avaliacao da linearidade nos
métodos de pureza radioquimica e determinagéo de solventes

Solugdo mae
Solugdo estoque A Solugéo estoque B Solugdo estoque C
20% 20% 20%
40% 40% 40%
60% 60% 60%
80% 80% 80%
100% 100% 100%
120% 120% 120%

Inicialmente os dados foram plotados em um grafico area obtida versus concentracéo
e discutiu-se a analise visual dos pontos. Apés detectar que ha relacdo linear aparente
seguiu-se com a analise de variancias.

O método dos minimos quadrados (MMQ) foi utilizado para estimar a equacéo de reta.
Para definir se o modelo adequado é o método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP) ou método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO), utilizou-se o teste
de Cochran.

Para avaliacdo dos coeficientes, linear e angular, utilizou-se a ferramenta de analise

de regresséo linear e o teste de Analise de Variancia ANOVA do software Excel. A
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avaliacao do coeficiente de correlacdo foi feita por meio do coeficiente de correlacao
de Pearson (r), obtido na equacéo de reta.

Para a deteccdo de outliers aplicou-se o teste dos residuos padronizados de
Jackknife.

Para avaliacdo grafica da normalidade, homocedasticidade e independéncia dos

residuos utilizou-se o software Minitab.

4.4.3.2 Limite de deteccéo e limite de quantificacao
Para o método colorimétrico utilizado na determinacdo de pureza quimica, o limite de
deteccao foi determinado pela menor concentracéo para a qual foi possivel constatar
o efeito visual esperado.
Para os métodos instrumentais de pureza radioquimica e solventes residuais 0s
limites de deteccao e quantificacdo foram determinados por parametros baseados na
curva analitica. Utilizou-se os dados do estudo de linearidade obtidos a partir da
andlise de regressado. Para célculo dos valores de LD e LQ utilizou-se a equacéo 4
mostrada abaixo.

Equacéo 4 — Equacdo para calculo de LD e LQ

_sxF
)

Onde:
s: desvio padrao
b: inclinacdo da curva de calibracao

F: fator, igual a 3,3 para limite de deteccao e 10 para limite de quantificacao.

O desvio padrao (s) foi obtido a partir do desvio padrao do intercepto (Sa) com o eixo

Y, que pode ser determinado pela equacéo 5 mostrada abaixo:

Equacédo 5 — Equacéao para calculo do desvio padrdo do intercepto

X (x)?

Sa =Sy |[————
4= nx (x— x)2

il

Onde,
S f: desvio padrdo do intercepto;

x: valor individual de concentragéo;
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x: Valor médio de concentracao;

n: numero de medicdes.

4.4.3.3 Exatidéo

Para avaliacdo da exatiddo preparou-se uma solugdo matriz, a qual contém todos os
componentes da formulacdo do radiofarmaco ¥F PSMA-1007, exceto o PSMA-1007.
A solucdo matriz utilizada para os preparos de exatiddo do método de solventes
residuais além de ndo conter o PSMA-1007 ndo continha também etanol.

Para o método de pureza radioquimica a solu¢cdo matriz foi contaminada com trés
diferentes concentragcdes conhecidas de padrdo de PSMA-1007 e avaliou-se a
recuperacdo do PSMA-1007 quando adicionado a matriz.

Para o método de solventes residuais, que utiliza a técnica de cromatografia gasosa,
a solucdo matriz foi contaminada com trés diferentes concentracdes conhecidas de
padrao de etanol e de padrédo de DMSO e avaliou-se a recuperacao desses solventes
guando adicionados a matriz.

A exatiddo foi determinada pela relacdo entre a concentracdo média, determinada
experimentalmente, e a concentracao teorica correspondente, dada pela equacédo
abaixo:

Equacéo 6 — Equacéo para calculo da exatiddo

o concentragao média experimental
Exatidao = — — x 100
concentragao tedrica

Foram calculados os percentuais de recuperagcao para cada concentracdo. Para o
meétodo de pureza radioquimica, que utiliza a técnica de cromatografia liquida, esses
percentuais devem atender aos critérios estabelecidos na Tabela 6, que fornece os
intervalos de recuperacdo médios desejados para as diferentes concentracdes do
analito. Quanto menor a concentragcdo do analito, maior o intervalo da recuperagao
média aceitavel. Para o método de solventes residuais, que utiliza a técnica de
cromatografia gasosa, esses percentuais devem estar na faixa de recuperacao de 80
—120% (USP, 2022)
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Analito % Fracdo de massa Unidade Recuperacao média %
100 1 100%
10 101 10% 98 - 102
1 102 1% 97 - 103
0,1 103 0,1% 95 -105
0,01 10+ 100 ppm (mg/kg) 90 - 107
0,001 105 10 ppm (mg/kg)
0,0001 106 1 ppm (mg/kg) 80-110
0,00001 107 100 ppb (ug/kg)
0,000001 108 10 ppb (pg/kg) 60 - 115
0,0000001 10 1 ppb(ug/kg) 40 - 120

4.4.3.4 Precisao

Fonte

: AOAC,2016

Para avaliacdo da precisao utilizou-se seis injecoes de solu¢cdo amostra. A avaliagao

foi feita por meio do desvio padréao relativo (DPR) entre as replicatas da preciséo

repetibilidade e o DPR entre as replicatas da preciséo intermediaria.

O DPR deve ser calculado da seguinte forma:

Onde,

DPR =

DPR = desvio padréo relativo;

S = desvio padrao;

x 100

CMD

CMD = concentracdo média determinada,

100 = fator de porcentagem.

Equacédo 7 — Equacao para calculo do desvio padrao relativo

Para o método de pureza radioquimica os valores de DPR aceitaveis foram baseados

na Tabela 7.

Para o método de determinacdo de solventes utilizou-se DPR maximo de 5%, esse

valor € utilizado pela Farmacopeia Brasileira para outros radiofarmacos que utilizam a

mesma técnica para a determinacgédo de solventes residuais (FB, 2020)

Tabela 7 - DPR aceitavel para diferentes concentracdes de analito em solucfes para avaliacéo da

precisdo

Analito % Fracdo de massa Unidade DPR %
100 1 100% 1,3
10 101 10% 19
1 102 1% 2,7
0,1 103 0,1% 3,7
0,01 10+ 100 ppm (mg/kg) 53
0,001 10° 10 ppm (mg/kg) 7,3
0,0001 106 1 ppm (mg/kg) 11
0,00001 107 100 ppb (pg/kg) 15
0,000001 108 10 ppb (pg/kg) 21
0,0000001 10° 1 ppb(ug’kg) 30

Fonte: AOAC,2016
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4.4.3.5 Seletividade

Para o método utilizado para a determinacado de pureza quimica avaliou-se a presenca
de resposta positiva para as preparacdes que continham o analito, sendo elas a
amostra de **F-PSMA-1007, o padrdo de PSMA-1007 e a solugcdo matriz contaminada
com padrao de PSMA-1007. E avaliou-se auséncia de resposta para a solu¢cao matriz.
Para o método cromatografico de pureza radioquimica realizou-se injecbes de
diluente, fase movel e solucdo matriz, a fim de identificar possiveis interferentes. Além
disso, preparou-se o padrdo de PSMA-1007 em solucéo diluente e em solugao matriz,
a fim de avaliar se a solucdo matriz possui algum interferente capaz de afetar a
recuperacado do analito de interesse, para essa avaliacdo fez-se uma comparacao das
médias de areas utilizando-se teste t (t de Student).

Para o método de determinacéo de solventes residuais preparou-se padrées de etanol
e de DMSO em solucdo matriz e em agua e por meio do teste t fez a comparacéo das

areas obtidas nas injecoes.

4.5 Validacéo de processo e estudo de estabilidade

Realizou-se trés sinteses do radiofarmaco °F PSMA-1007 para conducdo dos
estudos de validacdo de processo e estabilidade, os trés lotes de produto acabado
obtidos foram utilizados para a realizacdo dos testes.

Tendo em vista que os lotes produzidos para o estudo de validagdo de processos
devem ser totalmente caracterizados do ponto de vista analitico (EANM, 2007), foram
realizados todos os testes fisico-quimicos que devem ser realizados rotineiramente
para atestar a qualidade dos lotes produzidos. A caracterizagao fisico-quimica do
produto acabado foi feita através da inspecéo visual, medida de pH, determinacao da
identidade e pureza radionuclidica, identificacdo e pureza radioquimica, pureza
guimica e analise de solventes residuais (EANM, 2007).

Para o estudo de estabilidade, o radiofarmaco foi avaliado por até 10 horas apés sua
sintese, em intervalos de 2,5 horas, totalizando 5 resultados de avalia¢do, incluindo o
inicial. Foram realizadas perfuracbes sucessivas na tampa de borracha do frasco-
ampola, simulando o uso real do produto, cuja embalagem é multidose. O
radiofarmaco foi mantido no frasco-ampola de vidro com tampa, dentro da blindagem
de tungsténio, em camara climatica qualificada, por até 10 horas apos a sintese. A
camara climatica foi mantida na temperatura de 40 = 2 °C e umidade de 75 + 5% UR,
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essa condicdo é utilizada nos estudos de estabilidade acelerada, representando,
portanto, uma condi¢éo critica de armazenamento (BRASIL, 2019b).

Para realizacdo do estudo de estabilidade definiu-se o seguinte cronograma, que
mostra os testes que foram realizados em cada ponto do estudo.

Quadro 3 — Cronograma de testes realizados no decorrer dos intervalos do estudo de estabilidade

s Intervalos ap6s o fracionamento

Oh 25h 5h 7,5h 10 h
Inspecao visual X X X X X
pH X X X
Identificacdo radionuclidica X X X X X
Pureza radionuclidica X X X X X
Identificacdo radioquimica X X X X X
Pureza radioquimica X X X X X
Solventes residuais X X X X X
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese do radiofarmaco 18F PSMA-1007

O bombardeio de prétons acelerados na agua enriquecida com oxigénio-18 (*20) leva
a producéo do flior-18 (*8F), por meio de uma reacdo em que ha ganho de um préton

e a perda de um néutron. (Equacéao 8).

Equacao 8 - Formagéo do 8F a partir da agua enriquecida

H,*0+p —— » HF+n+H"

O acido fluoridrico contendo o fldor 18 produzido € solubilizado em agua e enviado
para o médulo de sintese, onde sera retido em uma coluna QMA (Quartenary Methyl
Ammonium). A coluna QMA é composta por material de amoénio quaternério ligado a
silica, sendo, portanto, uma coluna de troca catibnica. Nessa ocorre a segunda etapa,
a purificacdo do fldor 18 uma vez que esse sera retido e a 4gua e as impurezas
anidnicas serdo descartadas (CARDINALE et al., 2017). Em seguida, o anion fluoreto,
marcado com fldor 18, serd eluido da coluna por uma solucdo de carbonato de
tetrabutilaménio, (TBACO3?). O anion eluido é enviado ao reator, por meio da aplicacdo
de vacuo. No reator, ocorre a etapa de marcacdo, o '8F encontra o precursor
solubilizado em dimetilsulféxido, os quais reagem por cerca de 10 minutos a uma
temperatura de 105 °C. Na reacéo tem se a substituicdo de um grupo amino trimetil
amonio ((CHs)sN*) pelo fldor 18. A reacdo ocorre com a liberagdo do grupo
trimetilamina e a formacdo do produto fluorado marcado, conforme pode ser
observado na Figura 9 (pagina 26).

Decorrido o tempo da reacdo, o produto formado € solubilizado em uma solucao de
etanol 5% v/v e conduzido para proxima etapa. Na etapa seguinte deve ser feita a
purificacdo do produto, que ocorre por meio de dois cartuchos, um cartucho de troca
cationica e outro cartucho apolar, acoplados nessa ordem. Ao passar pelo cartucho
de troca cati6nica impurezas iénicas, assim como o TBA presente, sdo retidas, o 18F-
PSMA segue para o cartucho C18 onde ficara retido. Os cartuchos sao lavados com
solucdo aquosa de etanol 5% v/v e posteriormente o radiofarmaco eluido com solucéo
aquosa de etanol 30% v/v.

Na etapa final é feita a formulagcéo do produto, por meio da adicdo de solucao salina
tamponada com fosfato, PBS (do inglés Phosphate Buffered Saline), e também,

ascorbato de sddio solubilizado em PBS. O ascorbato de sédio tem importante papel
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de estabilizador da formulacdo, uma vez que evita a radiolise. (CARDINALE et al.,
2017). Por fim, o produto € submetido a filtracdo esterilizante, realizada por meio de
um filtro 0,22 pm.

Realizaram-se cinco sinteses completas, uma forma de avaliar a eficiéncia do
processo € por meio do calculo de rendimento, que pode ser obtido dividindo-se a
atividade do radiofarmaco no fim da sintese pela atividade inicial de 8F recebida no
inicio do processo global, como na equac¢ao abaixo:

Equacéao 9: Equacao para célculo do rendimento

Atividade final do radiofarmaco x 100
Atividade inicial F8

Rendiemnto nao corrigido =

Para calculo de rendimento corrigido deve-se levar em consideracdo o decaimento do
radionuclideo. Nesse trabalho optou-se por expressar os resultados na forma de
rendimento n&o corrigido.

Nas cinco sinteses do produto executadas, observou-se variacdo de tempo de
duracédo das sinteses e de rendimento entre as sinteses. O tempo médio de sintese

foi de 38 minutos e o rendimento médio do processo foi de 33%.

Tabela 8 - Valores de atividade, tempo e rendimento das sinteses realizadas

Tempo de A.t'\.”dade Atividade At_lv_|(jade Atividade | Rendimento
. ~ solicitada ao : inicial .
Sintese | duracéo p produzida 1 final do
(min) elelotem (GBQ) CF (GBQ) processo
(GBq) (GBq)

1 38 74 81,400 77,950 24,6 32%

2 36 148 164,246 151,922 58,0 38%

3 37 148 177,008 157,028 34,5 22%

4 41 74 88,800 84,323 35,5 42%

5 37 74 88,800 84,360 25,9 31%

A variacdo observada para os rendimentos obtidos também foi descrita por Cardinale
(2017), para 16 ensaios de sinteses realizadas em um maddulo de sintese de mesma
marca comercial do utilizado nesse trabalho, obteve-se uma variacdo de 24,3% a
82,4%.

5.2 Metodologia analitica para avaliagdo da pureza quimica — Limite de TBA

Inicialmente, optou-se por testar a metodologia apresentada na Farmacopeia
Européia, que utliza a técnica de cromatografia de camada delgada (CCD). No
método farmacopeico é descrito como fase estacionaria uma placa de silica gel e

como fase movel uma solucéo de hidroxido de amonio:metanol (0,5:100), a revelacao
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¢ feita colocando a placa em uma cuba contendo vapor de iodo platinado. Aplica-se 2
puL de padrdo e 2 puL de amostra e, apds eluicdo, compara-se a intensidade das
manchas obtidas. Para testar esse método aplicou-se em uma placa concentracfes
crescentes do padrédo, 500 g/L (A), 1000 g/L (B) e 2000 g/L (C) (Figura 16 a), para que
fosse possivel calcular o fator de retencéo (Rf) do TBA, e em outra placa fez-se o teste
aplicando o padrdo na concentracdo de 260 g/L (D), que corresponde ao limite da
especificacdo e a amostra de 8F PSMA-1007 (E) (Figura 16 b).

Figura 16 - Resultados obtidos para teste realizado com método farmacopeico
:
i
-
b
‘M
dl
D E
e
(@) Padrdo de TBA 500 g/L (A), 1000 g/L (b) Padrdo de TBA 260 g/L (D) e amostra
(B) e 2000 g/L(C). de 8F PSMA (E)

O método farmacopeico ndo apresentou resultados satisfatorios, embora tenha sido
possivel identificar o Rf do TBA, uma vez que para crescentes concentracdes
observou-se aumento da intensidade da mancha. Na placa mostrada na Figura 16 b
nao se identificou o TBA, observa-se apenas uma mancha, na aplicacdo da amostra,
gue nao coincide com Rf referente ao TBA. Diante disso, fez-se necessario o
desenvolvimento de uma metodologia para essa avaliagao.

Halvorsen e Kvernenes (2020) descrevem que na presenca de antioxidantes na
formulacéo, por exemplo o ascorbato, ndo € possivel observar mancha referente ao
TBA. O aparecimento da mancha deve-se ao complexo formado entre o TBA e a
platina (IV), na presenca do ascorbato esse reduz a platina (IV) a platina (ll),

impossibilitando a formagdo do complexo, por isso, ndo é possivel identificar a

presenca de TBA, acredita-se que isso esta relacionado a ineficiéncia do método
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farmacopeico. Esses autores apresentaram uma metodologia alternativa para a
avaliacdo do TBA em formulacdes que contém antioxidante. O método alternativo
consiste na aplicacéo de peroxido de hidrogénio (H202), que ird oxidar a platina (ll) a
platina (IV), permitindo a formacgé&o do complexo da platina com TBA. Além disso, ao
invés de utilizar uma CCD utiliza-se um método de “spot-test”, nesse nao é necessaria
a eluicdo, faz as aplicacbes em ponto Unico seguida da revelacdo. Assim, testou-se
novo método para avaliacéo do TBA no radiofarmaco *®F PSMA-1007. Aplicou-se em
uma placa de silica 1 L de padrdo de TBA 260 g/L e 1 pL de amostra, apds secos
aplicou-se 1 pL de H202 tanto no padrdo quanto na amostra e colocou-se a placa em
cuba contendo vapor de iodo para revelacdo. A Figura 17 mostra o resultado obtido

para esse teste.

Figura 17 - Resultados obtidos para a aplicacdo de 1,0 uL de padréo 260 g/L + 1,0 uL H202/
aplicacéo de 1,0}1& de amostra + 1,0 uL H20:2
B -\ 4 i S

O método apresentado mostrou-se satisfatorio para avaliacdo de TBA em amostra de
8F PSMA-1007, observou-se uma mancha pouco intensa para a amostra, mostrando
gque embora presente o TBA encontra-se dentro dos limites especificados. Para
confirmar a capacidade do método de produzir um resultado positivo para presenca
de TBA no limite da especificacdo realizou-se o seguinte teste: uma quantidade de
amostra de 8F PSMA-1007 foi contaminada com padrédo de TBA 260 g/L, aplicou-se
a amostra sem padrédo de TBA, a amostra contaminada com padréo de TBA e o
padrido de TBA 260 g/L, o resultado obtido é mostrado na Figura 18. E possivel
observar que quando o TBA est4 presente na amostra em concentragdo proxima a do
limite da especificacdo a mancha obtida apresentou tamanho e intensidade

semelhante ao do padréo, o que confirma a eficiéncia do método.
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Figura 18 - Resultados obtidos para aplica¢éo de 1,0 pL de amostra + 1,0 pL H202 / aplicacéo de 1,0uL
de amostra contaminada com padréo + 1,0 yuL H202 / aplicacdo de 1,0 pL de padréo + 1,0 yL H202

5.3 Validacdo de metodologia analitica para avaliacdo da pureza quimica — Limite
de TBA

5.3.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade as solugcbes foram aplicadas na seguinte ordem:
solucdo matriz, padréo, amostra e amostra+padréo (Figura 19).

Figura 19 - Aplicacédo de 1 pL de matriz, 1 pL de padréo 260 g/L, 1 pL de amostra e 1 pL de amostra
+ padréo

A matriz aplicada ndo apresentou nenhuma resposta para o teste, o que garante que
a matriz do radiofarmaco ndo interfere na deteccdo do analito de interesse. O padréo
de TBA no limite da especificacdo apresentou mancha que possui tamanho, cor e
intensidade facilmente detectados visualmente. A amostra contaminada com padrao
no limite da especificagdo apresentou mancha de tamanho, cor e intensidade
semelhante a do padrdo aplicado individualmente. A amostra, que se encontra dentro
dos limites especificados, apresentou mancha visivelmente menos intensa que o
padrao.

Diante disso, o método mostrou-se seletivo para avaliacdo de TBA, uma vez que

mostrou sua capacidade de avaliar, de forma inequivoca, o TBA na presenca de
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componentes que possam estar presentes, por exemplo, componentes da matriz do

préprio radiofarmaco.

5.3.2 Limite de deteccao
Para avaliacdo do limite de deteccdo aplicou-se padrdo de TBA nas seguintes
concentracdes 260 g/L, 50 g/L, 25 g/L, 12,5 g/L, 6,25 g/L e 3,125 g/L. (Figura 20)

Figua 20 - Aplicacdo de padrdo de TBA em diferentes concentracfes para avaliacdo de LD

A mancha correspondente ao limite da especificacdo (260 g/L) apresentou tamanho,
cor e intensidade facilmente detectados visualmente. A concentracéo de 3,125 g/L foi
definida como LD para esse método, uma vez que a mancha obtida apresentou
intensidade fraca. Como a concentragao definida para LD est4 muito abaixo do limite
de especificacdo (260 g/L), que sera utilizado na rotina de analise do produto, o
método mostrou-se satisfatorio.

Uma vez que atendeu aos parametros de seletividade e limite de detec¢cdo o método

para avaliagdo da pureza quimica encontra-se validado.

5.4 Metodologia analitica para avaliacdo da pureza radioquimica — Avaliagdo de
8F PSMA-1007, PSMA-1007 e substancias relacionadas

Inicialmente optou-se por testar a metodologia apresentada na Farmacopeia
Européia, que utiliza a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés
High Performance Liquid Cromatography, HPLC). O método farmacopeico utiliza uma
coluna cromatografica C18 (150 x 4,6) mm — 2,7 um, como fase movel utiliza um
gradiente composto por uma solucao fosfato pH 2,5 (Fase mével A) e acetonitrila
(Fase movel B), com fluxo de 1,3 mL/min, tempo de corrida de 21 minutos e

comprimento de onda de 225 nm, além de detector de radioatividade. Nessas
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condi¢cbes injetou-se solucdo padrdo de PSMA-1007 10 g/L e solucdo amostra e

obteve-se os cromatogramas mostrados na Figura 21.

Figura 21 - Inje¢Bes de padréo e amostra conforme metodologia farmacopeica. Em (b) o
cromatograma superior corresponde ao detector ultravioleta a 225 nm e o inferior, ao de
radioatividade
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Embora tenha sido possivel identificar o pico referente ao PSMA-1007, obteve-se TR
= 4min. Segundo a monografia da Farmacopeia Europeia ha duas impurezas
conhecidas, identificadas como impureza C e impureza D, que eluem antes do pico
de PSMA-1007, dessa forma, o TR muito proximo ao inicio da corrida poderia dificultar
a separacao desses picos. Inicialmente, a substancia quimica de referéncia dessas
impurezas ndo estava disponivel, ndo sendo possivel inje¢cdo dessas para avaliagao.
Diante disso, optou-se por manter a coluna e a fase movel usadas pelo método
farmacopeico e alterar o gradiente de fase moével, na tentativa de aumentar o TR do
pico do PSMA-1007, e, se possivel, diminuir o tempo de corrida, uma vez que quanto
menor o tempo de corrida mais rapido pode-se liberar resultados, tornando mais agil

a liberagéo do uso do radiofarmaco em pacientes.
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O método farmacopeico inicia-se com uma proporcao 77:23 de Fase moével A: Fase
movel B, a fim de tornar a eluicdo mais lenta optou-se por diminuir a for¢ca da fase
movel e o fluxo. Iniciou-se o gradiente com uma proporcdo 90:10 de Fase mével A:
Fase movel B e fluxo de 1 mL/min, a partir disso fez-se alterac6es de proporcao de
fase movel no decorrer do tempo de corrida para obter separacdo adequada das
impurezas e do PSMA. Com o novo gradiente proposto foi possivel separar
adequadamente os picos, reduzir o TR do PSMA-1007 para 8 minutos, além de reduzir
o tempo de corrida para 12 minutos. Ja com os padrdes de impurezas disponivel, foi
possivel injeta-los para avaliar a separacédo (Figura 22).

Figura 22 - Cromatograma obtido da injecdo dos padrdes de impureza C, impureza D e PSMA-1007.
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Observou-se TR= 07’28 para Impureza D, TR=07°41 para Impureza C e TR=0814
para PSMA-1007.

Para célculo das resolucdes utilizou-se a equacdo 3, todos os valores foram

convertidos para segundos, conforme mostrado na tabela abaixo:

Tabela 9 - Valores de largura dos picos, tempo de retencéo e resolucdo de picos

W (seqg) Tempo de retencéo (seg) Resolucéo
Impureza D 11,4 448
Impureza C 7,8 461 1,4
PSMA 15,0 494 29

Obteve-se resolucao entre as impurezas D e C de 1,4 e entre 0 PSMA e a impureza
C de 2,9. tendo em vista que na condicdo definida o método atendeu a todos os
parametros de validacdo analitica, a separacdo mostrou-se adequada.

Para a solugdo amostra também se observou separacdo adequada dos picos
presentes (Figura 23).
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Figura 23 - Cromatograma obtido da amostra do produto 18F PSMA-1007. Cromatograma superior
corresponde ao detector ultravioleta a 225 nm e o inferior, ao de radioatividade
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O método analitico desenvolvido mostrou-se satisfatério, embora baseado no método

farmacopeico devido as alteracdes feitas, fez-se necessario sua validacéo.

5.5 Validacdo da metodologia analitica para avaliacdo da pureza radioquimica —
Avaliacdo de 8F PSMA-1007, PSMA-1007 e substancias relacionadas

5.5.1 Linearidade

Os dados obtidos para o teste de linearidade sdo mostrados na Tabela 10 e dispostos

na Figura 24. Ao avaliar visualmente o gréafico obtido na Figura 24 verifica-se que 0s

pontos dispostos no grafico tém relacao linear aparente.



Figura 24 - Gréfico gerado para os dados de linearidade do método de avaliagdo de pureza

Tabela 10 - Dados obtidos para Linearidade

Nivel (%) Conc(zr/mlf;agao Area
a 2,000 185,2
20 1 b 2,000 157,1
c 2,000 185,3
a 4,000 368,0
40 1 b 4,000 367,5
c 4,000 370,5
a 6,000 561,0
60 1 b 6,000 553,9
C 6,000 541,9
a 8,000 752,6
80 1 b 8,000 736,8
c 8,000 712,2
a 10,000 966,8
100 1 b 10,000 901,6
c 10,000 929,7
a 12,000 1.126,8
120 | 1 b 12,000 1.096,2
c 12,000 1.036,4
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A partir da analise de regresséo linear obteve-se a equacao de reta mostrada a seguir

e os coeficientes mostrados na Tabela 11.

y =91,8080x — 1,0143

Equacéo 9 — Equacéo de reta obtida para PSMA-1007



Tabela 11 - Coeficientes obtidos pela regresséo linear
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Coeficientes da reta

Coeficiente de Pearson (r): 0,9973
Coeficiente de Determinacéo (R?): 0,9947
Coeficiente angular (Inclinacdo da Reta) 91,8080
Coeficiente linear (Intercepto da Reta) -1,0143

Para definir se o0 modelo deve ser ajustado conforme MMQO ou MMQP aplicou-se o

Teste de Cochran, as hipéteses estdo definidas na Tabela 12 e os resultados

mostrados na Tabela 13.

Tabela 12 - Hipdteses e conclusdes estabelecidas para Teste de Cochran — Avaliagdo da
Homocedasticidade

Teste de Cochran

Hipo6teses

Critério de decisédo

Conclusao

Hipétese nula (Ho):
N&o existe diferenca
significativa entre as
variancias.

Se Cealculado < CCritico,
aceita-se a hipotese
nula (Ho).

N&o ha diferencga estatistica significativa entre as

variancias
homocedasticidade) -
MMQO

(situacéo
Recomendavel

denominada
utilizar

Hipotese alternativa
(Ha): Existe diferenca
significativa entre as
variancias.

Se Cealculado > Ceritico,
rejeita-se a hipotese
nula (Ho).

Ha diferenca estatistica significativa entre as

variancias
heterocedasticidade) -
MMQP

(situacéo
Recomendavel

denominada
utilizar

Tabela 13 - Varidncias calculadas para aplicacdo do Teste de Cochran

Avaliacdo da igualdade de variancias - Teste de Cochran

Variancia em 20 265,0
Maior variancia 2113,2
Variancia em 40 2,56
Variancia em 60 93,6
Soma das variancias | 3957,9
Variancia em 80 413,6
Variancia em 100 1069,8
C calculado 0,5339
Variancia em 120 2113,2

O valor de C tabelado para 6 pontos com 3 réplicas é 0,616, sendo C calculado < C

tabelado, portanto, aceita-se a hipotese nula (Ho) de que ndo ha diferenca estatistica

significativa entre as variancias, logo os dados sdo homocedasticos e recomenda-se
utilizar o modelo MMQO.

Para avaliacdo dos coeficientes angular (b) e linear (a) aplicou-se o teste ANOVA, que

foi realizado utilizando o Excel.

A comprovagéo da significancia do coeficiente angular permite determinar se o valor

de y efetivamente varia em funcédo de x, por isso, é fundamental para que seja

demonstrada a linearidade do método. Essa avaliagdo sera realizada por meio do
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teste F da Anova. A Tabela 14 apresenta os critérios para avaliacdo do coeficiente

angular.
Tabela 14 - Critérios de decisdo para avaliacdo do coeficiente angular
Avaliacdo da inclinacéo
Hipoteses Critério de deciséo Conclusao
Ho: b=0 Fcalculado 2 F(a,1,n-2), = Rejeita-se a hipotese de que b=0 e assume-se que y
rejeita-se a hipétese nula efetivamente varia em funcéo de x e que o método pode
ser considerado linear
Hi: b#0 Fcalculado < F(a,1,n-2), = | Aceita-se a hipotese de que b=0
aceita-se a hipétese nula

A avaliacao do coeficiente linear (a) permite determinar se na rotina de analise, para
execucao do método analitico em questdo, deve ser padronizado o uso de uma curva
de calibragdo ou de um ponto Unico. Espera-se que o coeficiente linear ndo seja
estatisticamente diferente de zero. Essa avaliacdo sera feita avaliando-se o valor-p
obtido para a intersecdo no teste Anova. A Tabela 15 apresenta os critérios para
avaliacao do coeficiente linear.

O valor-p que sera usado para tomada de decisédo deve ser calculado com nivel de
significancia de 5% (a = 0,05).

Tabela 15 - Critérios de decisé@o para avaliacdo do coeficiente linear
Avaliacdo do intercepto

Hipoteses Critério de decisdo Concluséo
p-valor < 0,05 = rejeita-se a O intercepto é diferente de zero ao nivel de
Ho: a=0 hipétese nula significancia de 5%
p-valor > 0,05 = aceita-se a O intercepto é igual a zero ao nivel de
Hi: a#0 hipétese nula significancia de 5%.

Os resultados obtidos com aplicacdo do teste Anova sao mostrados na Tabela 16.
Tabela 16 - Dados ANOVA

ANOVA

gl SQ MQ F F de significacdo
Regresséo 1 1770029,21 1770029,21 3005,005246 1,21863E-19
Residuo 16 9424,43192 589,0269951
Total 17 1779453,64

Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P

Intersecéo -1,014257778 13,0446677 -0,077752673 0,938988844
Variavel X 1 91,80800905 1,67478072 54,81792814 1,21863E-19

A comprovacao da significancia do coeficiente angular obteve-se valor de F tabelado
igual a 4,4939 e o valor de F calculado igual a 3005,0052, diante disso, rejeita-se a
hipotese de que b=0 e assume-se que y efetivamente varia em fungcédo de X, e 0

método pode ser considerado linear.
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O valor-p obtido para intersecdo no teste Anova foi 0,93898, sendo esse maior que
0,05, aceita-se a hipdtese nula e conclui-se que o intercepto € igual a zero ao nivel de
significancia de 5%. Assim, verifica-se que a utilizacdo de um método de ponto Unico
na rotina de andlise, ao invés de um método com curva de calibracdo é adequado
para a rotina de analise.

De acordo com a RDC 166 o valor minimo do coeficiente de correlacao (r) deve ser
de 0,990, obteve-se r = 0,997, o que indica forte correlacdo entre as duas variaveis,
area e concentracao.

O coeficiente de determinacdo (R?) obtido foi 0,9947, esse valor mostra que
conhecendo x é possivel predizer 99,47% da variacdo de y, portanto, o modelo
proposto é significativo, uma vez que variabilidade que o modelo explica (variancia da
regressdo) € maior que a porcentagem de variabilidade que o modelo ndo explica
(variancia dos residuos).

Para avaliacdo de outlier utilizou-se um gréafico para outliers gerado pelo software
Minitab, ndo foi observado nenhum ponto deslocado no gréfico gerado, o que sugere
auséncia de outlier (Figura 25).

Figura 25 - Grafico para avaliacao de outlier
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A avaliagdo da normalidade, homocedasticidade e independéncia dos residuos foi
feita por analise grafica, os graficos foram obtidos com o software Minitab.
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Para a avaliacdo da normalidade dos residuos utilizou-se um gréafico de probabilidade
normal mostrado na Figura 26, a proximidade dos pontos a reta tracada é indicativa
da normalidade dos residuos.

O gréfico dos residuos versus valores preditos, mostrado na Figura 27, foi utilizado
para verificar a homocedasticidade dos dados. Nao foi observado comportamento ou
tendéncia, o que sugere que a variancia dos residuos € homocedastica.

A andlise de independéncia dos residuos, Figura 28, foi feita por meio do grafico dos
residuos versus a ordem da coleta dos dados, ndo h& indicios de dependéncia dos
residuos uma vez que ndo se observa tendéncia dos pontos, ndo ha um

comportamento dos pontos que se repete em determinado ponto do grafico.

Figura 26 - Gréfico de probabilidade normal para avaliagdo de normalidade de dados
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Figura 27 - Grafico de residuos x valores preditos para avaliacdo de homocedasticidade
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Figura 28 - Grafico de residuos x ordem de coleta dos dados para avaliacdo de independéncia
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Os critérios para linearidade foram atendidos e os residuos tém distribuicdo normal,
sdo homocedasticos e independentes, diante disso, 0 modelo que se ajusta ao método

proposto € linear.

5.5.2 Seletividade

As injecBes de fase movel, diluente e solucdo matriz sdo mostradas nas Figuras 29,
30 e 31. Em nenhuma delas observou-se picos nos tempos de retencdo, 08’14, do
PSMA-1007 ou das impurezas conhecidas, Impureza C e D. Dessa forma, constata-
se que essas solugbes ndo apresentam componentes capazes de interferir na

quantificacdo dos analitos de interesse.

Figura 29 - Cromatograma obtido com o registro de gradiente de fase mével
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Figura 30 - Cromatograma obtido com a injecao de diluente
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Figura 31 - Cromatograma obtido com a injecao de solugdo matriz
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Preparou-se solucao padrédo de PSMA-1007 10 g/L em solucao diluente e em solucao
matriz e avaliou-se os valores de area que foram registrados com as injec6es dessas

solugBes, mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 - Resultados de &rea obtido com as inje¢cfes de padrdo para avaliacdo de seletividade

Padr&o 10 g/L em diluente Padr&o 10 g/L em soluc&o matriz
936,06280 943,64080
Area 938,88400 894,13990
939,45600 922,90950
Média 938,13427 920,23007

Aplicou-se teste F (Tabela 18) e concluiu-se que a variancia observada para os dois
grupos apresentava diferenca estatistica significativa. Assim, prosseguiu-se para
avaliacdo da diferenca entre as médias, aplicando teste t presumindo variancia
diferente entre os dois grupos, as hipoteses criadas e os resultados obtidos séo
mostrados na Tabela 19. O teste t permitiu concluir que ndo ha diferenca entre a média
de area da solucdo padrao preparada em diluente comparada com a media de area

da solucdo padrdo preparada em solugdo matriz, assim, conclui-se que o0s
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componentes da solucdo matriz ndo interferem na quantificacdo do analito de

interesse, o PSMA-1007.

Tabela 18 - Hipéteses criadas e resultados obtidos para avaliacdo de varidncias através do teste F

Teste F - Avaliacdo das variancias

Hipotese nula:

N&o ha diferenca estatistica entre as variancias

Hipotese alternativa:

Ha diferenca estatistica entre as variancias

p > 0,05 Aceita-se a hipotese nula
p <0,05 Rejeita-se a hipotese nula
Média 938,13427 920,23007
N 3 3
Desvio Padrao 1,81660 24,85899
(Desvio padréo)? 3,30003 617,96930
F 187,26191
Probabilidade associada (p) 0,00531
CONCLUSAO Ha diferenca estatistica entre as variancias

Tabela 19 - Hip6teses criadas e resultados obtidos para avaliacdo de médias através do teste t

Teste t - Avaliacdo das médias

Hipotese nula:

N&o ha diferenca estatistica entre as médias

Hipo6tese alternativa:

Ha diferenca estatistica entre as médias

P(T<=t) bi-caudal > 0,05

Aceita-se a hipotese nula

P(T<=t) bi-caudal < 0,05

Rejeita-se a hipotese nula

Teste-t: duas amostras presumindo variancias diferentes

Variavel 1 Variavel 2

Média

Variancia
Observacgtes
Hipotese da diferenca de média
Gl

Stat t

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

t critico bi-caudal

938,1342667 920,2300667
3,300026613 617,9692974
3 3
0
2
1,244158161
0,169738382
2,91998558
0,339476764
4,30265273
2,776445105

CONCLUSAO

N&o ha diferenca estatistica entre as médias

As Figuras 32 e 33 mostram um cromatograma obtido com a solucdo padréo

preparada em diluente e um cromatograma com a solugéo preparada em solugao

matriz, respectivamente.
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Figura 32 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solucéo padrdao de PSMA-
1007 10 g/L preparada em diluente
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Figura 33 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solu¢éo padrdo de PSMA-
1007 10 g/L preparada em solucdo matriz
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O método proposto apresentou seletividade adequada para a analise do analito
PSMA-1007.

5.5.3 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo foram preparadas trés triplicatas da solucdo matriz
contaminadas com a solugcao padrao de PSMA-1007, contemplando o intervalo linear
de 80 a 120% da concentracdo de trabalho do método analitico, que é de 10 g/L.
Deste modo, foram preparadas solu¢des nas concentracdes: baixa (8 g/L), média (10
g/L) e alta (12 g/L), com trés réplicas em cada nivel.

Os dados obtidos sdo mostrados nas Tabela 20.
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Tabela 20 - Resultados obtidos com as injecfes para avaliacdo da exatidao

Nivel | Replicata Conc.entra(;ao Area Conc'entra(;éo Recuperacéo Recuper.agéo
tedrica (g/L) medida (g/L) % média
1 8,00 719,80 7,53 94,16
80% 2 8,00 727,90 7,62 95,22 94,69
3 8,00 723,90 7,58 94,70
1 10,00 938,20 9,82 98,19
100% 2 10,00 938,40 9,82 98,21 98,73
3 10,00 953,40 9,98 99,78
1 12,00 1.186,10 12,41 103,45
120% 2 12,00 1.191,30 12,47 103,90 102,97
3 12,00 1.164,70 12,19 101,58

De acordo com os intervalos de recuperacdo observados na Tabela 6, pagina 53, a

recuperagéo do analito na solugdo matriz deve estar na faixa de 80 — 110%. Para as

trés concentracdes avaliadas os valores de recuperagédo encontrados mostraram-se

adequados, uma vez que variaram de 94% - 104%, dessa forma, o método analitico

apresenta exatidao satisfatoria.

Nas Figuras 34, 35 e 36 é mostrado os cromatogramas obtidos para as solucdes

utilizadas para avaliacdo da exatiddo nas concentracdes de 8 g/L, 10 g/L e 12 g/L,

neles podemos observar que os picos referentes ao PSMA, de TR = 8 minutos,

apresentam aumento da area com o aumento da concentracdo do analito, conforme

esperado.

Figura 34 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solu¢éo padréo

de PSMA-1007 8 g/L preparada em solucdo matriz
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Figura 35 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solucéo padréao de
PSMA-1007 10 g/L preparada em solucdo matriz.
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Figura 36 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solucdo padrdo de
PSMA-1007 12 g/L preparada em solugdo matriz
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5.5.4 Limite de Deteccéao e Limite de Quantificacao

A partir da equacédo 5 (pagina 52) calculou-se o valor do desvio padrao do intercepto

(Sa), em seguida, utilizou-se a equacao 4 (pagina 51) para céalculo dos valores de LD
e LQ, mostrados na Tabela 21.

Tabela 21 - valores utilizados e calculados para LQ e LD (g/L)

Desvio do intercepto

Inclinacéo (b) (Sa) =
5 e

Tendo em vista que um dos objetivos do método € detectar a quantidade de PSMA-

1007 presente no radiofarmaco, e que para esse o valor da especificacdo € de no

méaximo 10 g/L, os limites estabelecidos permitem que a avaliacdo seja feita de forma

satisfatéria, uma vez que contemplam o valor que se objetiva medir.
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Avaliou-se a exatiddo do método analitico na concentracéo do limite de quantificacéo,

os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 22, os resultados mostraram-se

satisfatorios uma vez que a recuperacgdo obtida, entre 95 -101%, se encontra dentro

da faixa estabelecida na Tabela 6, pagina 53.

Tabela 22 - Resultados obtidos com as injecfes para avaliacdo da exatiddo na concentracéo do LQ.
Replicata ColeEmiEye Area CeleEEye Recuperacio %
tedrica (g/L) medida (g/L)
1 1,40 126,58 1,33 95,3
2 1,40 126,61 1,34 95,4
3 1,40 133,51 141 100,6

As Figuras 37 e 38 mostram os cromatogramas obtidos com solucdes padréo de

PSMA-1007 preparadas nas concentracdes do LD e LQ, que para fins de preparo

foram arredondadas para 0,5 g/L e 1,4 g/L, respectivamente.

Figura 37 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solu¢éo padrdo de
PSMA-1007 0,5 g/L
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Figura 38 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solucéo padrédo de
PSMA-1007 1,4 g/L
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5.5.5 Precisao
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Para avaliacdo da precisdo repetibilidade registrou-se a area de seis injecdes da
solucdo amostra de ¥ F-PSMA-1007, mostradas na Tabela 23, o DPR obtido encontra-

se dentro do limite especificado, menor que 7,3%, mostrado na Tabela 7, pagina 53.

Tabela 23 - Resultados obtidos com as inje¢des de solucdo amostra de 18F PSMA-1007 para
avaliacdo da precisdo repetibilidade.

. " Concentracéo de
Replicata Area PSMA-1007 (g/L)
1 431,06 4,55
2 410,53 4,33
3 422,12 4,46
4 430,16 4,54
5 422,78 4,46
6 422,91 4,47
Média 423,26 4,47
Desvio padréo 7,38 0,08
DPR (%) 1,7 1,7

Para avaliacdo da precisdo intermediaria foram feitas seis injecdes de solugéo
amostra em um dia diferente, por um analista diferente do realizado na precisao

repetibilidade, os resultados obtidos sé&o mostrados na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados obtidos com as inje¢des de solugdo amostra de 18F PSMA-1007 para
avaliacdo da precisdo intermediaria.

. . Concentracéo de
Replicata Area PSMA-lOO% (/L)
1 403,04 3,97
2 387,55 3,82
3 393,76 3,88
4 394,51 3,89
5 387,32 3,82
6 393,76 3,88
Média 393,32 3,88
Desvio padréo 5,75 0,06
DPR (%) 1,5 1,5

Avaliou-se o DPR entre as 12 medidas obtidas na precisédo. De acordo com a )Tabela
7 (pagina 53), na concentracdo de PSMA obtida o DPR deve ser menor que 11,0%,
obteve-se DPR de 7,6%, como mostrado na Tabela 25, entre as 12 amostras, o que

atende ao parametro de precisao intermediaria.
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Tabela 25 - Avaliacé@o de Preciséo Intermediaria pelo célculo de DPR (%)
4,55
4,33
4,46
4,54
4,46
Avaliacao da Preciséo 4,47
Intermediaria 3,97
3,82
3,88
3,89
3,82
3,88
Média 4,1725
Desvio Padrdo 0,315742
DPR (%) 7,6

O método apresentou precisdo satisfatdria, uma vez que atendeu o0s critérios
estabelecidos para DPR, tanto para precisao repetibilidade quanto para precisao
intermediaria.

A Figura 39 mostra um cromatograma obtido na avaliacdo da preciséao repetibilidade.
N&o foi avaliada a precisdo entre as areas obtidas pelo detector de radioatividade,
pois devido ao decaimento radioativo as areas tornam-se menores a cada injecao.
Dessa forma, a precisdo intermediaria foi avaliada usando as areas obtidas pelo

detector ultravioleta.
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Figura 39 - Cromatograma obtido da amostra do produto 18F PSMA-1007 para avaliacdo da preciséo.
Cromatograma superior corresponde ao detector ultravioleta a 225 nm e o inferior, ao de radioatividade
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5.6 Metodologia analitica para avaliacdo de solventes residuais — Determinacao
de etanol e de DMSO

A monografia farmacopeica sugere que para a determinagdo de solventes seja
utilizado um procedimento geral apresentado na Farmacopeia Europeia no capitulo
2.4.24, que utiliza a técnica de cromatografia gasosa com injecdo headspace, ou que
seja desenvolvido e validado outro procedimento. Uma vez que a técnica de
headspace nao é contemplada no cromatégrafo disponivel no CDTN, optou-se pelo
desenvolvimento de um novo método, que utiliza a injecao liquida.

Buscou-se algumas referéncias na literatura em trabalhos que determinaram os dois
solventes, etanol e DMSO. Werlang (2020) utilizou um método com tempo de corrida
de 23 minutos, Naka e colaboradores (2020) utilizaram um diferente método com
tempo de corrida de 16 minutos e um terceiro método encontrado foi o usado por
Wurzer e colaboradores (2021) com 12 minutos de corrida. Os trés autores
trabalharam com rampas de variacdo de temperatura, buscou-se trabalhar, também,
com um meétodo com rampa de temperatura, porém que conseguisse a separacao em
menor tempo de corrida.
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A primeira condicdo desenvolvida foi utilizando a seguinte rampa de temperatura:
iniciou-se com 70°C mantidos por 0.5 minutos, a uma taxa de 40°C/min elevou-se a
temperatura até 170°C, mantidos por 1 minuto, em seguida a uma taxa de 40°C/min
elevou-se a temperatura até 200°C, mantidos por 1 minuto. O tempo de corrida total
foi de 5,75 minutos e 0 TR para o etanol de 1,16 minutos e 3,59 minutos para o DMSO
(Figura 40).

Figura 40 - Cromatograma obtido para injecdo de padréo de etanol e DMSO em método
cromatografico utilizando rampa de temperatura de 40 a 200 °C
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Embora tenha-se alcancado uma separacédo adequada e uma reducao do tempo de
corrida, observou-se que o intervalo entre uma injecao e outra estava bastante longo,
cerca de 11 minutos, uma vez que a temperatura que era aumentada até 200 °C
deveria se resfriada até 70 °C para iniciar a préxima injecao. Sendo assim, embora a
corrida estivesse com um tempo curto, o tempo de andlise tornou-se longo devido ao
intervalo entre as injecdes, por isso, foram necessarias novas alteracdes.

Na tentativa de reduzir a diferenca de temperatura de final e inicio da analise e tendo
em vista que a quantidade de analitos que desejava-se separar era pequena, apenas
2 analitos, optou-se por testar um metodo isotérmico. Foram feitos dois testes um a
170 °C e outro a 200 ‘C. Em ambos o perfil cromatografico ndo se reproduzia entre
uma inje¢cdo e outra. No método com rampa de variacdo de temperatura, cujo
cromatograma foi mostrado na Figura 40 € possivel observar um pequeno pico com
TR de aproximadamente 1,6 minutos, nao foi possivel identificar a origem desse pico,
porém ele nao interferiu na quantificacdo de nenhum dos dois analitos. Ja para o

método isotérmico acredita-se que o TR desse pico desconhecido tenha variado de
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uma injecdo para outra, o que tornou nao reprodutivel o perfil das injecfes. Na Figura
41 é mostrada uma sequéncia de 5 injecOes feitas utilizando o método isotérmico a

200 °C, é possivel observar a variacédo do perfil cromatografico.

Figura 41 - Cromatogramas obtidos com as inje¢des de padrdo de etanol e DMSO em método
isotérmico a 200 °C.
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Diante disso, optou-se por testar novamente um método com rampa de temperatura,
porém com menor diferenca entre a temperatura inicial e final. Iniciou-se com 120°C
mantidos e a uma taxa de 45°C/min elevou-se a temperatura até 210°C. Propbs-se
também uma variacdo no fluxo do gas de arraste, que se iniciou com 4mL/min e foi
mantido por 0,5 minutos em seguida foi elevado para 8mL/min e mantido até o final
da corrida. Nessa condicao o tempo total de corrida foi de 2,01 minutos, o TR do etanol
foi de 0,73 minutos e do DMSO 1,02 minutos (Figura 42).
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Figura 42 - Cromatograma obtido para injecdo de padrdo de etanol e DMSO em método
cromatografico utilizando rampa de temperatura de 120 a 210 °C
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Considerou-se esse método satisfatério uma vez que a separacdo foi adequada, o
perfil cromatografico reproduziu entre uma injecao e outra, o tempo de corrida foi curto

e o intervalo entre uma corrida e outra foi de 4 minutos.

5.7 Validacdo metodologia analitica para avaliagdo dos solventes residuais —
Etanol e DMSO

5.7.1 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade preparou-se uma solu¢cdo mae de etanol e uma solugao
mae de DMSO e a partir de cada uma dessas fez o preparo de trés solu¢des diluidas
utilizadas para o preparo das soluc¢des dos seis pontos da curva de linearidade.

Os dados obtidos para o teste de linearidade do etanol e do DMSO sdo mostrados
nas Tabelas 26 e 27 e dispostos nas Figuras 43 e 44, respectivamente. Ao avaliar
visualmente os graficos obtidos, Figuras 43 e 44, verifica-se que 0s pontos dispostos

no grafico tém relacdo linear aparente.



Tabela 26 - Dados obtidos para Linearidade — Etanol

Ponto da curva Con((;/(:r\mlt/r\/?gao Area
a 2,000 1497,25
b 2,000 1507,5
c 2,000 1.438,3
a 4,000 2.895,2
b 4,000 3.006,8
c 4,000 3.120,0
a 6,000 4.839,6
b 6,000 4.800,0
c 6,000 4.955,6
a 8,000 6.467,9
b 8,000 6.784,1
c 8,000 6.400,4
a 10,000 7.816,6
b 10,000 7.512,4
C 10,000 7.583,5
a 12,000 9.494,0
b 12,000 8.271,9
c 12,000 9.108,0

Tabela 27 - Dados obtidos para Linearidade DMSO

Ponto da curva Con(g:/fr;t/:)a;gao Area
a 0,025 23,6
b 0,025 22,7
c 0,025 23,5
a 0,050 55,4
b 0,050 45,5
c 0,050 447
a 0,100 93,9
b 0,100 98,3
c 0,100 100,3
a 0,300 297,6
b 0,300 310,4
c 0,300 311,1
a 0,500 505,5
b 0,500 476,4
c 0,500 507,0
a 0,800 726,6
b 0,800 775,8
c 0,800 800,4
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Figura 43 - Gréfico gerado para os dados de linearidade do método de avaliacao determinacéo de

etanol

Linearidade
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8500 - R2 = 0,9851
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Figura 44 - Gréfico gerado para os dados de linearidade do método de avaliacdo determinacédo de
DMSO
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A partir da andlise de regressao linear obteve-se as equacfes de reta mostradas a
seguir e os coeficientes mostrados na Tabela 28 para o etanol e na Tabela 29 para o

DMSO.
Equacédo 10 — Equacéo de reta obtida para o etanol

y = 756,5853x + 120,5060

Tabela 28 - Coeficientes obtidos pela regresséo linear para o etanol
Coeficientes da reta

Coeficiente de Pearson (r): 0,9925

Coeficiente de Determinacgéo (R?): 0,9851
Coeficiente angular (Inclinacdo da Reta) 756,5853
Coeficiente linear (Intercepto da Reta) 120,5060
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Equacédo 11 — Equacéo de reta obtida para o DMSO

y = 966,3598 + 4,0463

Tabela 29 - Coeficientes obtidos pela regressao linear para 0o DMSO
Coeficientes da reta

Coeficiente de Pearson (r): 0,9982

Coeficiente de Determinacéo (R?): 0,9964
Coeficiente angular (Inclinacdo da Reta) 966,3598

Coeficiente linear (Intercepto da Reta) 4,0463

Para definir se o0 modelo deve ser ajustado conforme MMQO ou MMQP aplicou-se 0
Teste de Cochran, as hipéteses sdo as mesmas definidas na Tabela 12 (pagina 66) e

os resultados mostrados na Tabela 30 e 31.

Tabela 30 - Varidncias calculadas para aplicacdo do Teste de Cochran para o etanol
Avaliagdo da igualdade de variancias - Teste de Cochran

Variancia em 20 1394,80
Maior variancia 390233,90

Variancia em 40 12631,70
Variancia em 60 6542,30

Soma das variancias | 478097,50
Variancia em 80 41972,10
Variancia em 100 25322,70

C calculado 0,8162

Variancia em 120 390233,90

Tabela 31 - Variancias calculadas para aplicacdo do Teste de Cochran para o DMSO
Avaliagdo da igualdade de variancias - Teste de Cochran

Variancia em 20 0,20
Maior variancia 1412,0
Variancia em 40 35,52
Variancia em 60 10,70
Soma das variancias | 1813,90
Variancia em 80 57,80
Variancia em 100 297,60
C calculado 0,7785
Variancia em 120 1412,00

O valor de C tabelado para 6 pontos com 3 réplicas é 0,616, sendo C calculado > C
tabelado, portanto, rejeita-se a hipotese nula (HO) de que ndo ha diferenca estatistica
significativa entre as variancias, logo os dados séo heterocedasticos, tanto para etanol
quanto para DMSO, e recomenda-se utilizar o modelo MMQP. Na validacao analitica
€ desejavel que os dados sejam homocedasticos, pois isso significa que a
quantificacdo possa ser realizada pela regresséo linear convencional, o que inclui

utilizar o método de ponto Unico, comum em laboratérios farmacéuticos. A presenca
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de valores extremos, outliers, € uma das possibilidades para que nao se tenha obtido
dados homocedasticos (SNEDECOR, COCHRAN, 1989). Para confirmar a presenca
de valores extremos foi aplicado o teste dos residuos padronizados Jackknife, esse
teste pode ser aplicado sucessivamente até que novos valores extremos ndo sejam
detectados ou até que se atinja a exclusdo maxima de 22,2% do namero original de
resultados (BELSEY, KUH, WELSCH, 1980) (SOUZA, 2007). Apos aplicar o teste dos
residuos padronizados de Jackknife, verificou-se a presenca de dois outliers para a
curva do etanol (os pontos 8% v/v e 12% v/v da curva B, correspondentes a 11,1% do
namero original de resultados) e de trés outliers (os pontos 0,5% p/p e 0,8% p/p para
a curva B e 0,8% p/p para a curva A, correspondentes a 16,7% do numero original de
resultados). Esses dados foram retirados e plotou-se novamente os dados para
prosseguir a avaliacdo. As Figuras 45 e 46 mostram os novos graficos obtidos apés a

retirada dos valores extremos.

Figura 45 - Gréfico gerado para os dados de linearidade do método de avaliacdo determinacgao de
etanol, apds retirada de outliers
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Figura 46 - Gréfico gerado para os dados de linearidade do método de avaliagao determinacgao de
DMSO, apds retirada de outliers

Linearidade

1000

= 1010,5774x - 1,2808
800 {2=0,9996

600 -

Area

400 +
200

0 a T T T T T T 1 1 1
0,000 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600 0,700 0,800 0,900 1,000

Concentracéo (% p/p)




87

Apos a retirada dos valores extremos aplicou-se novamente o teste de Cochran para
verificacdo da homocedasticidade. As Tabelas 32 e 33 mostram os resultados obtidos

para o teste.

Tabela 32 - Varincias calculadas para aplicacdo do Teste de Cochran para o etanol
Avaliacdo da igualdade de variancias - Teste de Cochran

Variancia em 20 1394,80
Maior variancia 74471,00

Variancia em 40 12631,70

Variancia em 60 6542,30
Soma das variancias | 122644,70

Variancia em 80 2282,20

Variancia em 100 25322,70
Variancia em 120 74471,00

C calculado 0,6072

Tabela 33 - Variancias calculadas para aplicacdo do Teste de Cochran para o DMSO
Avaliacdo da igualdade de variancias - Teste de Cochran

Variancia em 20 0,20
Maior variancia 57,80

Variancia em 40 35,52

Variancia em 60 10,70
Soma das variancias | 105,40

Variancia em 80 57,80

Variancia em 100 1,10
C calculado 0,5482

Variancia em 120 0,0

Com os novos valores de C calculado 0,6072 para o etanol e 0,5482 para o DMSO,
verificou-se que C calculado < C tabelado (0,616), portanto, aceita-se a hipotese nula
(Ho) de que néo ha diferenca estatistica significativa entre as variancias, podendo-se
aplicar o MMQO.

Para avaliacdo dos coeficientes angular (b) e linear (a) aplicou-se o teste ANOVA, que
foi realizado utilizando o Excel. Os critérios para avaliacdo do coeficiente angular e do
coeficiente linear sdo os mesmos definidos nas Tabelas 14 e 15, pagina 67. O valor-
p que serd usado para tomada de decisdo deve ser calculado com nivel de
significancia de 5% (a = 0,05).

Os resultados obtidos com aplicacéo do teste ANOVA sao mostrados na Tabela 34 e

35 para o etanol e DMSO, respectivamente.



Tabela 34 - Dados ANOVA para o Etanol
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ANOVA
gl 5Q MQ F  Fde
significagcdo

Regressao 1 110405484,2 110405484,2 | 3179,79 6,527E-18

Residuo 14 486093,9982 34720,99987

Total 15 110891578,2

Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P
Intersegdo -10,82217331 102,7365655| -0,105339061 | 0,917601
Variavel X 1 779,3958941 13,82161851 56,38962568 | 6,53E-18
Tabela 35 - Dados ANOVA para o DMSO
ANOVA
gl sQ MQ F F de significagcdo
Regressao 1 772077,582| 772077,582[29147,92239 3,59859E-23
Residuo 13 344,3473065 26,48825435
Total 14 772421,9293
Coeficientes Erro padrdo Statt valor-P

Intersegdo -1,2808036 1,839969079 -0,696100595(0,498622879
Variavel X 1 1010,57738 5,919237576| 170,7276263|3,59859E-23

A comprovacao da significancia do coeficiente angular obteve-se valor de F tabelado
igual a 4,4939 e o valor de F calculado igual a 3179,7900 para o etanol e de
29147,9224 para o DMSO, diante disso, rejeita-se a hip6tese de que b=0 e assume-
se que y efetivamente varia em funcéo de x, e 0 método pode ser considerado linear.
O valor-p obtido para intersecédo no teste ANOVA foi 0,9176 para o etanol e de 0,4986
para o DMSO, sendo esses maiores que 0,05, aceita-se a hipétese nula e conclui-se
que o intercepto é igual a zero ao nivel de significancia de 5%. Assim, verifica-se que
a utilizacado de um método de ponto Unico na rotina de analise, ao invés de um método
com curva de calibracdo é adequado.

De acordo com a RDC 166 o valor minimo do coeficiente de correlacdo (r) deve ser
de 0,9900, obteve-se r = 0,9978 para o etanol e r = 0,9998 para o DMSO, o que indica
forte correlacdo entre as duas variaveis, area e concentragédo, para os dois analitos.
Para o etanol obteve-se coeficiente de determinacdo (R?) igual a 0,9956, esse valor
mostra que conhecendo x é possivel predizer 99,56% da variacao de y. Para o DMSO
o valor obtido foi 0,9996, indicando que é possivel prever 99,96% da variacédo de y.
Diante disso, vé-se que o modelo proposto € significativo, uma vez que a variabilidade
gue o modelo explica (variancia da regressdo) € maior que a porcentagem de

variabilidade que o modelo ndo explica (variancia dos residuos).
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A avaliacdo da normalidade, homocedasticidade e independéncia dos residuos foi
feita por analise grafica, os graficos foram obtidos com o software Minitab.

Para a avaliacdo da normalidade dos residuos utilizou-se um grafico de probabilidade
normal mostrado nas Figuras 47 e 48, a proximidade dos pontos a reta tracada indica
normalidade dos residuos.

Para avaliacdo da homocedasticidade utilizou-se o grafico dos residuos versus
valores preditos, mostrado nas Figuras 49 e 50. Nos graficos ndo foi observado
comportamento ou tendéncia, o que indica que a variancia dos residuos é
homocedastica.

Para avaliacdo da independéncia dos residuos utilizou-se um gréafico dos residuos
versus a ordem da coleta dos dados, mostrado nas Figuras 51 e 52, ndo se observa
um padrdo evidente na distribuicdo dos pontos, o que sugere a auséncia de
correlacéo.

Figura 47 - Grafico de probabilidade normal para avaliacao de normalidade de dados - Etanol
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Figura 48 - Grafico de probabilidade normal para avaliacao de normalidade de dados - DMSO
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Figura 49 - Grafico de residuos x valores preditos para avaliacdo de homocedasticidade - Etanol
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Figura 50 - Grafico de residuos x valores preditos para avaliacdo de homocedasticidade — DMSO
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Figura 51 - Grafico de residuos x ordem de coleta dos dados para avaliacdo de independéncia —
Etanol
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Figura 52 - Grafico de residuos x ordem de coleta dos dados para avaliacdo de independéncia —
DMSO
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5.7.2 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade preparou-se solucéo padréo de etanol e de DMSO em
agua e em solucdo matriz, utilizou-se as menores concentragdes que foram
preparadas para construgao da curva de calibracdo no teste de linearidade, a fim de
verificar se a solu¢do matriz poderia interferir nos valores de area obtidos. Optou-se
por trabalhar nas menores concentragcdes da curva de calibragdo, pois nessas ha
maior quantidade de matriz e menor quantidade de analito. Os valores de éareas

registrados com as injecdes dessas solu¢des sdo mostrados nas Tabelas 36 e 37.
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Tabela 36 - Resultados de area obtido com as injecdes de padrédo de etanol para avaliacdo de

seletividade.
Padré&o 2% v/v em diluente Padréo 2% v/v em solucao matriz
1497,2527 1482,7587
Area 1507,5047 1471,8174
1438,2988 1433,1593
Média 1481,0187 1462,5785

Tabela 37 - Resultados de area obtido com as inje¢Ges de padrdo de DMSO para avaliagédo de

seletividade.
Padrédo 0,025% p/p em diluente Padréo 0,025% p/p em solucdo matriz
23,5737 25,5640
Area 22,6528 20,9268
23,4525 23,8698
Média 23,2263 23,4535

Aplicou-se teste F para avaliar se a variancia dos dois grupos apresentava diferenca

estatistica significativa e teste t para comparacdo das médias. As hipéteses criadas

para o teste F e para o teste t s8o as mesmas mostradas nas Tabelas 18 e 19, pagina

72.

Para o etanol apds aplicar o teste F (Tabela 38) verificou-se que a variancia observada

para os dois grupos nao apresentava diferenca estatistica significativa. Em seguida,

aplicou-se teste t presumindo variancia igual para os dois grupos, os resultados

obtidos sdo mostrados na Tabela 39.

Tabela 38 - Resultados obtidos para avaliagdo de variancias através do teste F para o etanol

Teste F - Avaliacdo das variancias

Média 1481,0187 1462,5785
N 3 3
Desvio Padréao 37,34997 26,05846
(Desvio padréo)? 1395,02040 679,04354
F 2,05439
Probabilidade associada (p) 0,32740

CONCLUSAO

N&o ha diferenca estatistica entre as
variancias
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Tabela 39 - Resultados obtidos para avaliacdo de médias através do teste T para o etanol

Teste t - Avaliacdo das médias

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Varidvel 1 Variavel 2
Média 1481,018733 1462,578467
Variancia 1395,020404 679,0435369
Observacgdes 3 3
Variancia agrupada 1037,03197
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t 0,701320856

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

0,260879234
2,131846786
0,521758468
2,776445105

CONCLUSAO

N&o h& diferenca estatistica entre as médias

Aplicou-se 0 mesmo tratamento para o DMSO, o teste F (Tabela 40) mostrou que os

dois grupos apresentavam diferenca estatistica significativa, assim, aplicou-se teste t

presumindo variancia diferente entre os dois grupos, o0s resultados obtidos séo

mostrados na Tabela 41.

Tabela 40 - Resultados obtidos para avaliacdo de varidncias através do teste F para 0 DMSO

Teste F - Avaliacdo das variancias

Média 23,2263 23,4535
N 3 3
Desvio Padréo 0,50038 2,34646
(Desvio padréo)? 0,25038 5,50586
F 21,99023
Probabilidade associada (p) 0,04350
CONCLUSAO Ha diferenca estatistica entre as variancias
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Tabela 41 - Resultados obtidos para avaliacdo de médias através do teste T para o DMSO
Teste t - Avaliacdo das médias
Teste-t: duas amostras presumindo variéncias diferentes

Varidvel 1 Varidvel 2

Média 23,22633333 23,45353333
Variancia 0,250377723 5,505864413
Observacgdes 3 3
Hipotese da diferenca de média 0
gl 2
Statt -0,164020989
P(T<=t) uni-caudal 0,442395958
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,884791915
t critico bi-caudal 4,30265273
t critico bi-caudal 2,776445105

CONCLUSAO N&o h& diferenca estatistica entre as médias

Para os dois analitos, o teste t permitiu concluir que ndo ha diferenca entre a média
de area da solucédo padrdo preparada em agua comparada com a média de area da
solucéo padréo preparada em solugao matriz, assim, conclui-se que os componentes

da solugéo matriz ndo interferem na quantificacdo dos analitos de interesse.

Nas Figuras 53 e 54 sdo apresentados os cromatogramas obtidos com a solugéo
padrdo preparada em agua e com a solucao padrdo preparada em solucdo matriz,
respectivamente. Pode-se observar na solucdo matriz a presenga de outros picos,
referentes a componentes da matriz, porém esses nao interferiram na recuperacao do

analito.

Figura 53 - Cromatograma obtido com a solucdo padrao de etanol 2 % v/v e DMSO 0,025 % p/p
preparada em agua
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Figura 54 - — Cromatograma obtido com a solu¢éo padrao de etanol 2 % v/v e DMSO 0,025 % p/p
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O método proposto apresentou seletividade adequada para a analise dos solventes.

5.7.3 Limite de Deteccdao e Limite de Quantificagéo

Utilizou-se as equacbes 4 e 5 para célculo do desvio padrdo do intercepto e dos

valores de LD e LQ. Os valores obtidos para o etanol e para o DMSO sdo mostrados

nas Tabelas 42 e 43, respectivamente.

Tabela 42 - valores utilizados e calculados para LQ e LD do etanol

Desvio do intercepto

Inclinacéo (b) (Sa) =
779,39 102,7366 31§ tg - %gigg

Desvio do intercepto

Tabela 43 - valores utilizados e calculados para LQ e LD do DMSO

Inclinacéo (b) (Sa) =
s e

Os limites estabelecidos permitem que os solventes etanol e DMSO sejam avaliados

de forma satisfatéria, uma vez que as concentracbes que ndo devem ser

ultrapassadas para uso seguro em pacientes sdo 10% v/v para o etanol e 0,5% p/v
para o DMSO (EDQM, 2021) (ICH, 2021). Tendo em vista que os valores que 0

método é capaz de quantificar encontram-se bem abaixo desses limites, a avaliacao

dos solventes pode ser realizada de forma satisfatoria.
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5.7.4 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo foram preparadas trés replicatas de trés concentracoes, a
solugdo matriz foi contaminada com a solugao de etanol e de DMSO. Para o etanol
definiu-se como concentracao de trabalho 8% v/v e trabalhou-se com concentractes
de 6%v/v e 12%v/v. Para 0 DMSO definiu-se 0,3% p/v como a concentracdo de
trabalho do método e trabalhou-se com concentracdes de 0,1% p/v e 0,5% p/v.

Os dados obtidos sao mostrados nas Tabelas 44 e 45.

Tabela 44 - Resultados obtidos com as injecdes para avaliacdo da exatidao para o etanol

Con(t;/ir:/t/:/e)\gao Area Recu(r;/e:)ragao Riz:e}.ldrzgrgz?o DPR (%)
1 6,0 4.264,28 98,18
2 6,0 4.224,10 97,25 99,63 3,36
3 6,0 4.493,62 103,46
1 8,0 5.834,85 100,75
2 8,0 5.932,14 102,43 100,13 2,65
3 8,0 5.630,60 97,22
1 12,0 7.459,39 85,87
2 12,0 7.637,06 87,91 86,28 1,70
3 12,0 7.390,00 85,07

Tabela 45 - Resultados obtidos com as injecdes para avaliacdo da exatiddo para o DMSO

Con(co:/oer;tlge;gao Area Recu([;/eo:)ragao Reli/cl:éudpigrgz?o DPR (%)
1 0,1 79,35 89,81
2 0,1 70,10 79,34 84,13 6,29
3 0,1 73,56 83,26
1 0,3 253,93 95,80
2 0,3 254,32 95,94 96,68 1,46
3 0,3 260,59 98,31
1 0,8 586,26 82,94
2 0,8 595,11 84,19 83,06 1,29
3 0,8 580,02 82,06

Tendo em vista que a recuperacao deve estar entre 80 — 120, todas as concentracdes
analisadas atendem ao critério de aceitacdo, assim, pode-se concluir, gue mesmo na
presenca da matriz do radiofarmaco o método produz resultados exatos Observa-se
que a medida que as concentragbes aumentam ha diminuicdo do DPR entre as
injecdes, conforme esperado.

Na Figura 55, pode-se observar um cromatograma obtido para as solugdes utilizadas
para avaliacdo da exatiddo nas concentracdes de trabalho do método, 8% v/v para o
etanol e 0,3% p/p para o DMSO.
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Figura 55 - Cromatograma obtido para solu¢céo padréo de etanol 8% v/v e DMSO 0,3% p/p preparada
em solucéo matriz para avaliacdo da exatidao.
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5.7.5 Preciséo
Para avaliacdo da precisao repetibilidade registrou-se as areas do etanol e do DMSO

de seis injecdes da solucdo amostra de *¥F-PSMA-1007, mostradas na Tabela 46.

Tabela 46 - Resultados obtidos com as inje¢des de solugdo amostra de 18F PSMA-1007 para
avaliacdo da precisao repetibilidade do etanol e do DMSO.

Replicata Etanol (% v/v) DMSO (% p/p)
1 7,66 0,0026
2 7,57 0,0026
3 7,28 0,0030
4 7,42 0,0029
5 7,09 0,0030
6 7,73 0,0028
Média 7,46 0,0028
DPR (%) 3,3 5,8

Para avaliacdo da precisdo intermediaria foram feitas seis injecbes de solucéo
amostra em um dia diferente, por um analista diferente do realizado na precisdo

repetibilidade, os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 47.
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Tabela 47 - Resultados obtidos com as injecdes de solucdo amostra de 18F PSMA-1007 para
avaliacdo da precisado intermediaria do etanol e do DMSO.

Replicata Etanol (% v/v) DMSO (% p/p)
1 7,45 0,0016
2 6,79 0,0018
3 7,31 0,0008
4 6,87 0,0014
5 6,79 0,0007
6 7,23 0,0008
Média 7,07 0,0012
DPR (%) 4,1 38,7

Avaliou-se o DPR entre as 12 medidas obtidas na preciséo, obteve-se DPR de 4,5 %,
mostrado na Tabela 47, entre as 12 amostras, 0 que atende ao parametro de precisao

intermediaria.

Tabela 47 — Avaliacdo de Preciséo Intermedidria pelo célculo de DPR (%)
7,66
7,57
7,28
7,42
7,09
Avaliacdo da Preciséo 7,73
Intermediaria 7,45
6,79
7,31
6,87
6,79
7,23
Média 7,2658333
Desvio Padréao 0,3254216
DPR (%) 4,5

Para os testes de repetibilidade e precisédo intermediaria o etanol apresentou DPR
satisfatorio, < 5%, esse valor é indicado na Farmacopeia Brasileira como valor maximo
de DPR para outros radiofarmacos que utilizam a mesma técnica para essa avaliacao
(ANVISA, 2020).

Para o DMSO observa-se valores elevados de DPR, o que era esperado devido a sua
baixa concentragdo, porém como a presenga do DMSO €& um residuo da sintese
presente na amostra os valores obtidos sdo muito baixos e menores que o LQ do
método. Tendo em vista que sdo valores menores que o LQ definido ndo é possivel
aplicar critérios para avaliagcdo desse.

N&o foi realizada a comparacdo entre as médias de etanol obtidas na preciséo

repetibilidade e precisdo intermediaria devido as seguintes particularidades do
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produto: ndo seria possivel utilizar a mesma amostra para os dois testes, uma vez que
o teste é realizado em dias diferentes, e no segundo dia devido a exposicdo da
amostra ao ambiente sua concentracao de etanol poderia encontrar-se alterada, além
de o produto estar fora de seu prazo de validade, uma vez que o prazo de validade é
de 10 horas; ndo seria possivel comparar amostras de duas sinteses diferentes, uma
vez que a quantidade de etanol presente na amostra depende do processo de sintese,
estando as duas dentro do limite de 10% n&o necessariamente devem ser iguais
estatisticamente.

O meétodo apresentou precisdo satisfatoria, uma vez que atendeu aos critérios
estabelecidos para DPR.

A Figura 56 mostra um cromatograma obtido no ensaio de precisao, nesse € possivel
observar que o pico referente ao DMSO apresenta intensidade muito baixa, o que
impossibilita a quantificacéo precisa. Vale ressaltar que esse fato ndo € um problema
do método analitico, uma vez que se trata do produto acabado e que a baixa
concentracdo de DMSO presente € desejavel, pois se trata de um solvente que tem
limites controlados em produtos farmacéuticos, indicando ainda, que o processo de

purificacdo na etapa de sintese se deu de forma efetiva.

Figura 56 - Cromatograma obtido com a solu¢cdo amostra de 18F-PSMA 1007 para avaliacdo da

precisao
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5.8 Validacédo de processo e Estudo de Estabilidade
Foram produzidos trés lotes para execucao dos estudos de validacao de processo e

estabilidade. A Tabela 48 mostra os rendimentos obtidos.

Tabela 48 - Rendimentos obtidos para as trés sinteses realizadas para estudo de validacao de
processo e estabilidade

Sintese Atividade inicial (**F) | Atividade final Rendimento do
(GBq) (GBq) processo (%)
1 363002 87428 24,1
2 365181 84911 23,2
3 362449 85358 23,6
Média 363544 85899 23,6

Os resultados obtidos para o rendimento de processo das trés sinteses foram
proximos, porém mais baixos que outros rendimentos obtidos em sinteses anteriores.
Cardinale e colaboradores (2017) descreveram que ha grande variacdo nos
rendimentos obtidos para sinteses realizadas no médulo TracerLab MX.

A Quadro 4 resume os resultados obtidos com as trés sinteses do radiofarmaco 18F
PSMA-1007 realizadas para estudo de validacédo de processo e estabilidade. S&o

mostrados na Tabela o valor médio, o menor e o maior valor obtido nas trés sinteses.
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Quadro 4 - Resultados da caracterizacao fisico-quimica do radiofarmaco 18F PSMA-1007 obtidos com as trés sinteses realizada para estudo de validacdo de
processo e estabilidade

- Resultados
Testes Especificagdes _
Oh / Inicial 25h 5h 7,5h 10 h
L Solugao limpida, incolor ou
Inspecéao visual Conforme Conforme Conforme Conforme Conforme
levemente amarelada.
Maior: 7,75 Maior: 7,62 Maior: 7,58 Maior: 7,39 Maior: 7,29
pH Entre 45e 8,5 Média: 7,61 Média: 7,60 Média: 7,50 Média: 7,37 Média: 7,27
Menor: 7,36 Menor: 7,59 Menor: 7,40 Menor: 7,35 Menor: 7,23
O Tr da amostra de PSMA-
1007(18F) no ensaio de
N Pureza Radioquimica deve
Identificacéo
o ser semelhante ao Tr de Conforme Conforme Conforme Conforme Conforme
Radioquimica .
PSMA padréo
(aproximadamente 8
minutos).
A radioatividade de .
Maior: 94,81%
Pureza ®F-PSMA-1007 | Maior: 94,96% | Maior: 95,60% | Maior: 94,33% | Maior: 95,41%
ndo deve ser |\gdia: 94,42% | Média: 94,69% | média: 95,33% | Média: 93,72% | Média: 94,54%

Radioquimica

inferior a 91% da
radioatividade
total

Menor: 94,12%

Menor: 94,62%

Menor: 95,09%

Menor: 93,41%

Menor: 94,08%

(continua)
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Quadro 4- Resultados da caracterizacgao fisico-quimica do radiofarmaco 18F PSMA-1007 obtidos com as trés sinteses realizada para estudo de validacao de
processo e estabilidade (continuacéo)

Testes

Especificacbes

Resultados

Oh / Inicial

25h

5h

75h

10 h

Pureza Quimica

o)

tamanho e a
intensidade da
mancha obtida
para amostra de
PSMA-1007
(18F) nao
devem exceder
os da mancha
obtida para TBA
padrao 260
pg/mL

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme

(continua)
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Quadro 4 - Resultados da caracterizacao fisico-quimica do radiofarmaco 18F PSMA-1007 obtidos com as trés sinteses realizada para estudo de validacdo de
processo e estabilidade (continuacéo)

Testes

Especificacbes

Resultados

Oh / Inicial

25h

5h

75h

10 h

PSMA-1007 e
substancias

relacionadas

A éarea de PSMA na
amostra de PSMA-1007
(18F) ndo é superior a
area do pico obtido para
PSMA padrédo 10 g/L.

A éarea de qualquer
outra impureza ndo é
superior a area do pico
obtido para PSMA
padréao 10 g/L.

Total: A soma das areas
de quaisquer picos
significativos ndo é
superior a 5 vezes a
area do pico obtido para
PSMA padrédo 10 g/L.

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme

Conforme

Solventes

residuais

Dimetilsulféxido: < 0,5%

p/v

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

<LQ

(continua)
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Quadro 4 - Resultados da caracterizacao fisico-quimica do radiofarmaco 18F PSMA-1007 obtidos com as trés sinteses realizada para estudo de validacdo de
processo e estabilidade (conclusdo)

Testes

Especificacbes

Resultados

Oh / Inicial

25h

5h

75h

10 h

Determinacao

de etanol

< 10% v/v

Maior: 9,5% v/v
Média: 8,8% v/v

Menor: 8,1% v/v

Maior: 8,4% v/v
Média: 7,6% viv

Menor: 7,9% viv

Maior: 8,4% v/v
Média: 8,0% v/v

Menor: 8,2% v/v

Maior: 7,8% v/v
Média: 7,8% viv

Menor: 9,3% viv

Maior: 7,0% v/v
Média: 7,6% viv

Menor: 5,6% v/v

Identificacéo

Radionuclidica

A meia-vida deve estar

entre 105 e 115 minutos.

Maior: 112,0 min
Média: 108,8 min
Menor: 105,8 min

Maior: 108,4 min
Média: 107,6 min
Menor: 106,1 min

Maior: 110,6 min
Média: 110,3 min
Menor: 109,7 min

Maior: 111,6 min
Média: 110,1 min
Menor: 108,8 min

Maior: 112,4 min
Média: 110,4 min
Menor: 109,1 min

Pureza

Radionuclidica

Ndo menos do que

99,9%

das

emissfes gama

devem

corresponder

a

picos de 511,0 +
0,5 keV; 1022,0

+ 0,5 keV
referentes
espalhamento
Compton
fldor-18

ou

ao

do

100,00%

100,00%

99,99%

99,98%

99,99%




105

Os trés lotes apresentaram a mesma aparéncia apos inspecao visual, mostraram-se
limpidos e incolores. Observou-se que com o passar dos dias a solucéo tornou-se
levemente amarelada, acredita-se que esse fato esteja relacionado a presenca de
ascorbato de sédio na formulacéo, sendo esse um sal derivado do &cido ascorbico e
sabendo que solucdes de acido ascorbico séo facilmente oxidadas na presenca de ar
e que quando isso ocorre essas adquirem coloracdo amarelada. Porém, mesmo com
alteracao de coloragdo o produto mantém-se dentro da especificacdo (NCBI, 2022).
O pH dos trés lotes encontra-se dentro da especificacdo, os valores medidos nos
diferentes tempos para os trés lotes variaram de 7,23 a 7,75, sendo compativel para
0 Uso como produto injetavel.

O teste de identificacdo radioquimica mostrou-se conforme para todos os tempos,
uma vez que em todas as injecdes de amostra realizadas no decorrer dos estudos de
estabilidade e validacdo de processo o TR da amostra foi semelhante ao TR obtido
com a solucédo padréo. Nas Figuras 57 e 58 podemos observar um cromatograma de

padrdao e amostra, respectivamente obtidos durante o estudo.

Figura 57 - Cromatograma obtido em detector ultravioleta a 225 nm com a solu¢éo padrédo de PSMA-
1007 10 g/L.
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Figura 58 - Cromatograma obtido com amostra do produto 18F PSMA-1007. Cromatograma superior
corresponde ao detector ultravioleta a 225 nm e o inferior, ao de radioatividade.
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Nos cromatogramas € possivel observar o TR do padrdo = 8’17 min e da amostra no
detector UV TR = 08’17 min e no detector de radioatividade TR = 08’18 min. No
detector de radioatividade é possivel identificar que o0 pico presente em maior
propor¢cao corresponde ao PSMA radiomarcado.

Para identificacdo e pureza radionuclidica todos os lotes apresentaram resultados
dentro da especificacdo. O critério de aceitacdo de tempo de meia-vida, que é comum
para outros radiofarmacos marcados com fluor foi atendido em todos os tempos,
confirmando ser o flior-18 o radionuclideo presente na amostra e pelos resultados de
pureza radionuclidica esse foi determinado quantitativamente (ANVISA, 20192
EDQM, 2021).

Para avaliacdo da pureza quimica os limites de TBA mostraram-se de acordo com a
especificacdo, em todos os pontos analisados as concentracdes de TBA na amostra
estavam menores que o limite permitido, 260 g/L. Pela intensidade da mancha obtida
sabe-se que a concentragdo de TBA presente na amostra € inferior a 50 g/L. Na Figura

59 é apresentado o resultado obtido para avaliacdo de TBA.
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Figura 59 - Aplicacédo de padréo de TBA 50 g/L (50) / aplicacdo de amostra de 18F PSMA-1007 (A)/
aplicacdo de padrdo de TBA 260 g/L (260).

Os limites de DMSO e etanol atenderam aos critérios definidos. O DMSO esta
presente em baixas concentracbes na amostra, na maioria dos pontos avaliados
estava em valores menores que o LQ do método, portanto, ndo sendo possivel
quantifica-lo com adequada exatiddo e precisdo. Diante disso, o resultado das
amostras foi reportado como sendo < LQ. Para o etanol observou-se variagdo entre
os trés lotes e variacdes entre os pontos do mesmo lote, tendo em vista que os valores
sdo proximos e dentro da especificacdo, acredita-se que essa variagcdo observada
seja intrinseca a técnica de cromatografia gasosa com injecdo direta. Cardinale e
colaboradores (2017) ao realizar a sintese do *F PSMA-1007 em médulo de sintese
semelhante ao utilizado obtiveram teores de etanol que variaram de 6,8 a 7,1 % V/v,
0s valores mais altos observados para as sinteses realizadas podem ser atribuidos
ao uso do etanol em varias etapas do processo de sintese.

Os valores obtidos para pureza radioquimica encontram-se dentro da especificacdo e
coerentes com valores obtidos por outros autores que utilizaram o modulo de sintese
TracerLab MX. Os resultados obtidos no TO do estudo de estabilidade s&o os
resultados utilizados para compor o estudo da validacdo de processo, diante disso
foram obtidos os valores de 94,12%, 94,96% e 94,17% para os trés lotes,
respectivamente. Santos (2022) obteve pureza radioquimica de 95,89 * 1,32%,
Cardinale e colaboradores (2017) obtiveram pureza radioquimica de 97,0 + 1,1%, os
dois trabalhos citados utilizaram o modulo TracerLab e a técnica de cromatografia
liguida para analise da pureza radioquimica. Shamni e colaboradores (2019) relataram

que ao executar a sintese do ¥F PSMA-1007 os valores obtidos para a pureza
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radiogquimica eram proximos a 87%, valor esse que nao atende ao critério de
aceitacao, diante disso, propuseram mudancas nas etapas de purificacdo, a fim de
melhorar a pureza, apés modificacdes obtiveram pureza de 94%.

Nos gréaficos mostrados nas Figuras 60, 61 e 62 s&o ilustrados os resultados obtidos
para a pureza radioquimica ao longo do estudo de estabilidade, observa-se que os
valores se mantiveram estaveis ao longo do estudo, ndo se observou diminuicédo
consideravel da pureza, o que indica a estabilidade do produto radiomarcado.
Acredita-se que um dos fatores que contribuem para a estabilidade do produto ao
longo das horas é a presenca do ascorbato de sodio na formulacdo. O ascorbato de
sédio pode ser considerado um sequestrador de radicais livres, o que inibe a
decomposicao radiolitica e fornece solucdes estaveis, por pelo menos varias meia-

vidas do radionuclideo, e sao, portanto, adequadas para injecdo em pacientes
(SCOTT et al., 2009).

Figura 60 - Resultados de pureza radioquimica obtidos ao longo do estudo de estabilidade para a
primeira sintese realizada
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Figura 61 - Resultados de pureza radioquimica obtidos ao longo do estudo de estabilidade para a
segunda sintese realizada
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Figura 62 - Resultados de pureza radioquimica obtidos ao longo do estudo de estabilidade para a
terceira sintese realizada
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Diante dos resultados obtidos o processo de sintese do radiofarmaco *¥F PSMA 1007
no CDTN est& validado e desta forma pode-se definir o prazo de validade do produto

em 10 horas, uma vez que nesse periodo de analise os resultados mantiveram-se
dentro das especificacOes exigidas.
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6 CONCLUSOES

Um procedimento para sintese do radiofarmaco F PSMA-1007 no equipamento
TRACERIab FX pro foi implantado e se mostrou viavel e capaz de ser executado
segundo as Boas Préticas de Fabricacdo de Medicamentos.

Para os testes farmacopeicos em que néao foi possivel aplicar as metodologias da
Farmacopeia Europeia desenvolveu-se metodologias proprias conforme preconizado
pela ANVISA. Para o teste de pureza quimica foi desenvolvido método analitico
utilizando a técnica de cromatografia em camada delgada. Para o teste de pureza
radioguimica foi desenvolvido método analitico utilizando a técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Para o teste de determinacdo de solventes residuais, etanol
e DMSO, foi desenvolvido método analitico utilizando a técnica de cromatografia
gasosa. Os métodos analiticos desenvolvidos, apresentam melhorias em relacao aos
da Farmacopeia Europeia, foram validados e atenderam os critérios de aceitacao
exigidos pela RDC 166.

O processo de sintese do radiofarmaco 8F-PSMA-1007 esta validado para producéo
no CDTN, os trés lotes produzidos para esse estudo foram caracterizados
analiticamente e cumpriram com todos os critérios de aceitacdo estabelecidos pela
Anvisa.

O prazo de validade do radiofarmaco foi estabelecido como 10 horas. Durante o
estudo de estabilidade o produto foi analisado por esse periodo e cumpriu com

todos os critérios de qualidade.
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS
e Aplicar as avaliagfes estatisticas cabiveis aos testes de robustez realizados,
a fim de fixar nos procedimentos do CDTN condi¢cbes que n&o podem sofrer
alteracdes na rotina de analises.
e Investigar parametros de sintese que possam proporcionar aumento do

rendimento do processo.
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