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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOLOGIA PARA
RADIOFARMACOS DE TECNECIO-99m EMPREGANDO CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Erika Vieira de Almeida
RESUMO

Radiofarmacos sdo compostos, sem acao farmacoldgica, que tém na sua
composicdo um radioisétopo e sao utilizados em Medicina Nuclear para
diagnostico e terapia de véarias doengas. No presente trabalho, foi feito o
desenvolvimento e a validacdo de método analitico para andlise dos
radiofarmacos SAH-*"Tc, EC-*"Tc, ECD-*"Tc e Sestamibi-**"Tc e algumas
matérias-primas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As analises
foram realizadas em equipamento CLAE Shimadzu, modelo LC-20AT
Prominence. Algumas impurezas foram identificadas pela adi¢do de substancia
de referéncia. A validagcdo do método foi realizada segundo os critérios da
norma RE n°899/ 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA.
Os resultados dos ensaios de robustez dos métodos demonstraram que sao
necessarios o controle das condi¢des de fluxo, volume de amostra, pH da fase
movel e temperatura do forno. As curvas analiticas foram lineares nas faixas de
concentragbes analisadas, com coeficientes de correlacdes lineares (r°)
maiores que 0,9995. Os resultados de precisdo, exatiddo e recuperacao
apresentaram valores na faixa de 0,07- 4,78%, 95,38- 106,50% e 94,40-
100,95%, respectivamente. Os limites de detecdo (LD) e os limites de
quantificacdo (LQ) variaram de 0,27 a 5,77 ug mL' e 0,90 a 19,23 pg mL™,
respectivamente. Os valores encontrados para SAH, EC, ECD e MIBI nos RL
(reagente liofilizado) foram 8,95; 0,485; 0,986 e 0,974 mg L, respectivamente.
A pureza radioquimica média para SAH-*"Tc, EC-*"Tc, ECD-*"Tc e
Sestamibi-*™Tc foi (97,28 + 0,09)%, (98,96 + 0,03)%, (98,96 + 0,03)% e (98,07
* 0,01)%, respectivamente. Todos os parametros recomendados pela ANVISA

foram avaliados e os resultados estao abaixo dos limites estabelecidos.



DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHODOLOGY FOR TECHNETIUM-99m
RADIOPHARMACEUTICALS USING HIGH PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHY (HPLC)

Erika Vieira de Almeida
ABSTRACT

Radiopharmaceuticals are compounds, with no pharmacological action, which have a
radioisotope in their composition and are used in Nuclear Medicine for diagnosis and
therapy of several diseases. In this work, the development and validation of an
analytical method for *™Tc-HSA, *™Tc-EC, *™Tc-ECD and %*"Tc-Sestamibi
radiopharmaceuticals and for some raw materials were carried out by high
performance liquid chromatography (HPLC). The analyses were performed in a
Shimadzu HPLC equipment, LC-20AT Prominence model. Some impurities were
identified by the addition of a reference standard substance. Validation of the method
was carried out according to the criteria defined in RE n. 899/2003 of the National
Sanitary Agency (ANVISA). The results for robustness of the method showed that it is
necessary to control flow rate conditions, sample volume, pH of the mobile phase and
temperature of the oven. The analytical curves were linear in the concentration
ranges, with linear correlation coefficients (r?) above 0.9995. The results for precision,
accuracy and recovery showed values in the range of 0.07-4.78%, 95.38-106.50%
and 94.40-100.95%, respectively. The detection limits (DL) and quantification limits
(QL) varied from 0.27 to 5.77 ug mL™" and 0.90 to 19.23 ug mL™, respectively. The
values for HAS, EC, ECD and MIBI in the lyophilized reagents (LR) were 8.95; 0.485;
0.986 and 0.974 mg L™, respectively. The mean radiochemical purity for *"Tc-HSA,
9MTe-EC, ¥™Tc-ECD and *™Tc-Sestamibi was (97.28 + 0.09)%, (98.96 + 0.03)%,
(98.96 + 0.03)% and (98.07 £ 0.01)%, respectively. All the parameters recommended
by ANVISA were evaluated and the results are below the established limits.
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FIGURA 16- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (280 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de SAH. Condig&o A: coluna Protein-Pack 300SW
(300 x 7,5 mm; 10 ym), modo isocratico e fase movel constituida de Na;HPO4,
KH.PO,4, NaCl, NaNs: H.0 (50:50, v/v). Volume de amostra: 20 uL, pH da fase
moével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 17- Cromatogramas de SAH 10 mg mL" com a variacdo de volume de
amostra. Condi¢ao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo
isocratico e fase movel constituida de Na,HPO,, KH,PO,, NaCl, NaNs: H.0
(50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 0,6 mL min"', pH da fase mével: 7,50 e
temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 18- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (280 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de SAH. Condigéo A: coluna Protein-Pack 300SW
(300 x 7,5 mm; 10 um), modo isocratico e fase mével constituida de Na,HPQ,,
KH.PO,4, NaCl, NaN3: H.0 (50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 0,6 mL min™, pH da
fase movel: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 19- Cromatogramas de SAH 10 mg mL™ com a variacdo de pH da fase
mével. (A) pH: 2,00; 2,50 e 4,00. (B) pH 6,00; 7,50; e 9,00. Condicéo A: coluna
Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 uym), modo isocratico e fase mével
constituida de Na,HPO,, KH,PO,4, NaCl, NaNs: H.0 (50:50, v/v). Fluxo da fase
mével: 1,0 mL min”, volume de amostra: 100 pL e temperatura do forno de
coluna: 25 °C.

FIGURA 20- Efeito do pH da fase moével na absorbancia (280 nm) de SAH.
Condicao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 uym), modo isocratico
e fase movel constituida de Na,HPO,, KH,PO,, NaCl, NaN;: H.0 (50:50, v/v).
Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™, volume de amostra: 100 pL e temperatura do
forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 21- Cromatogramas de SAH 10 mg mL™" com a variacéo da temperatura
do forno de coluna. (A) Temperaturas 25, 30 e 40 °C. (B) Temperaturas 50, 60 e
80 °C. (C) Efeito da temperatura do forno de coluna na absorbancia (280 nm) de
SAH. Condi¢ao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 uym), modo
isocratico e fase movel constituida de Na,HPO,, KH,PO,, NaCl, NaNs: H»0 (50:50,
v/v). Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™, volume de amostra: 100 uL e pH da fase
moével: 7,50.

FIGURA 22- Cromatogramas de SAH 10 mg mL' com a variagdo do
comprimento da coluna. Condicéo A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm,;
10 um), modo isocratico e fase mével constituida de Na,HPO,, KH,PO,, NaCl,
NaNj;: Hx0 (50:50, v/v). Condicao B: coluna TSKgel G3000SW (600 x 7,5 mm; 10
um), fase mével da condicdo A. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™, volume de
amostra: 100 uL e pH da fase mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna:
25 °C.
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FIGURA 23- (A) Cromatograma de SAH 10 mg mL™. (B) Cromatograma de RL de
SAH. Condi¢ao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym), modo
isocratico e fase movel constituida de Na,HPO,, KH,PO,4, NaCl, NaNs: H»0 (50:50,
v/v). Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™, volume de amostra: 100 uL, pH da fase
moével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 24- Espectros de UV-Visivel de SAH 10 mg mL' e RL de SAH.
Absorcao em 280 nm. Condicao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm,;
10 um), modo isocratico e fase mével constituida de Na,HPO,, KH,PO,, NaCl,
NaNs: H:0 (50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”, volume de amostra:
100 pL, pH da fase mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 25- Cromatograma de SAH-*"Tc. Concentracdo radioativa:
55,0 MBg mL™". Identificacdo dos analitos na TAB. 8. Condicéo A: coluna Protein-
Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo isocratico e fase movel constituida
de Na;HPOQO,, KH,PO,, NaCl, NaNs: H,0 (50:50, v/v). Fluxo da fase movel: 1,0
mL min™, volume de amostra: 100 pL, pH da fase mével: 7,50 e temperatura do
forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 26- Curvas analiticas de SAH na faixa de concentragéo 0- 20 mg mL™
(A= 280 nm).

FIGURA 27- Cromatogramas de EC-*"Tc, EC-*"Tc¢ adicionado de *"TcO, e EC-
9™Tc adicionado de *™TcO, Concentracéo radioativa: 55,0 MBq mL™". Condicdo
C: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 pym); fase mével: Na,HPO, (0,05
mol L™, pH 2,50): C,HsOH, (80:20 v/v). Fluxo de 0,4 mL min™; volume de amostra:
20 puL; temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 28- Cromatogramas de EC-*"Tc, EC-*"Tc¢ adicionado de *"TcO, e EC-
9™T¢ adicionado de *™TcO, Concentracéo radioativa: 55,0 MBq mL™". Condicédo
D: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um); fase movel: PIC B5 0,2%:
C.HsOH, (80:20, v/v). Fluxo de 0,4 mL min"; volume de amostra: 20 ul;
temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 29- Cromatogramas do EC-*"Tc¢, EC-*"Tc adicionado de *"TcO; e
EC-*"Tc adicionado de *™TcO,. Concentracdo radioativa: 55,0 MBq mL™.
Condigéo E: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 ym); fase movel PIC A
0,2%: Co,HsOH, (80:20, v/v). Fluxo de 0,4 mL min™'; volume de amostra: 20 ul;
temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 30- (A) Cromatogramas do EC-*"T¢, EC-*"Tc adicionado de *"TcO; e
EC-*"Tc adicionado de *™TcO, (B) Ampliacdo do intervalo de 15 — 20 minutos.
Concentragéo radioativa: 55,0 MBq mL™. Condicéo F: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 ym); fase movel: PIC A 0,2%: C,HsOH, gradiente linear: 100%
fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo de 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20
uL; temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 31- Cromatogramas do EC-*"Tc, EC-**"Tc adicionado de *"TcO, e EC-
9™T¢ adicionado de *™TcO, Concentracéo radioativa: 55,0 MBq mL™". Condicédo
G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase moével: Na,HPO,
(0,0125 mol L, pH 2,50): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo de 1,0 mL min™"; volume de amostra: 10 uL; temperatura do
forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 32- Cromatogramas de EC 500 ug mL™" com a variacdo de fluxo da fase
mével. (A) Fluxos 0,4; 0,6 e 0,8 mL min"'. (B) Fluxos 1,0; 1,2 e 1,5 mL min™.
Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 ym); fase movel:
Na;HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase orgéanica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével: 7,50 e temperatura
do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 33- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (265 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de EC. Condi¢cdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 pym); fase mével: Na,HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgénica. Volume de amostra: 20 uL; pH
da fase movel: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 34- (A) Cromatogramas de EC 500 pg mL™" com a variagdo do volume
de amostra. (B) Ampliagdo do intervalo 8,5- 10,0 minutos. Condicao G: coluna
Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 uym); fase mével: Na;HPO, (0,0125
mol L™): C;HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.
Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™"; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno
de coluna: 25 °C.

FIGURA 35- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (265 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de EC. Condi¢cdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 pym); fase mével: Na,HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével:
1,0 mL min™; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 36- Cromatogramas de EC 500 ug mL™"' com a variacdo de pH da fase
mével. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase
mével: Na,HPO, (0,0125 mol L"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a
100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™; volume de amostra: 20
uL e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 37- Efeito do pH da fase mével (A) no tempo de retencédo de EC e (B) na
absorbéancia (265 nm). Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5
um); fase mével: Na;HPO, (0,0125 mol L™): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”; volume de
amostra: 20 uL e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 38- (A) Cromatogramas de EC 500 pg mL"' com a variacdo da
temperatura do forno de coluna. (B) Ampliagdo do intervalo 8,0- 9,5 minutos.
Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel:
Na;HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL e pH
da fase moével: 2,50.
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FIGURA 39- Efeito da temperatura do forno na absorbancia (265 nm) de EC.
Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 ym); fase movel:
Na;HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL e pH
da fase moével: 2,50.

FIGURA 40- (A) Cromatograma de EC 500 ug mL™". (B) Cromatograma de RL de
EC. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 ym); fase mével:
Na;HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL; pH
da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 41- Espectros de UV-Visivel de EC 500 ug mL" e de RL de EC no
intervalo de 200 a 400 nm. Absor¢cao em 265 nm. Condicao G: coluna Shim-Pack
VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na;HPO, (0,0125 mol L™): C,HsOH,
gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase movel:
1,0 mL min"; volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do
forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 42- Cromatograma de EC-**"Tc. Concentragao radioativa: 55,0 MBq mL’
'. Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével:
Na;HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL; pH
da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 43- Curvas analiticas de EC na faixa de concentracdo 0- 500 ug mL™
(A= 265 nm).

FIGURA 44- Cromatogramas de ECD-*"Tc, ECD-*"Tc adicionado de *™TcO, e
ECD-*"Tc adicionado de EC-*"Tc Concentracdo radioativa: 55,0 MBgq mL™.
Condigéo F: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: PIC A
0,2%: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica. Fluxo
da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL; temperatura do forno de
coluna: 25 °C.

FIGURA 45- Cromatogramas de ECD-*"T¢, EC-*"Tc e ®*™TcO,. Concentragéo
radioativa: 55,0 MBq mL". Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x
4,6 mm; 5 um); fase movel: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Fluxo de 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL;
pH da fase mdvel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 46- Cromatogramas de ECD 500 ug mL™. Volume de amostra: 20 uL; pH
da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25°C. Condig¢édo G: coluna
Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH,
gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra:
20 pL; pH da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 47- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (215 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de ECD. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 ym); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100%
fase aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase movel:
2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 48- (A) Cromatogramas de ECD 500 ug mL™. (B) Ampliacéo do intervalo
13,00- 14,5 minutos. Condi¢do G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5
pum); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”; pH da fase mével: 2,50 e
temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 49- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (215 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de ECD. Condicado G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 ym); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100%
fase aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase movel:
2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 50- (A) Cromatogramas de ECD 500 pg mL" com a variacdo do pH da
fase movel. (B) Ampliacao do intervalo 12- 15 minutos. Condicao G: coluna Shim-
Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica. Fluxo da fase movel: 1,0 mL min®
"> volume de amostra: 20 L e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 51- Efeito do pH da fase mével (A) no tempo de retencédo e (B) na
absorbéancia (215 nm) de ECD. Condi¢do G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x
4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO,: C.HsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”; volume de
amostra: 20 uL e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 52- (A) Cromatogramas de ECD 500 pg mL" com a variagdo da
temperatura do forno de coluna. (B) Ampliagéo do intervalo de 13- 14,5 minutos.
Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase movel:
Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.
Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL e pH da fase mével:
2,50.

FIGURA 53- Efeito da temperatura do forno na absorbancia (215 nm) de ECD.
Condigdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase movel:
Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.
Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL e pH da fase mével:
2,50.

FIGURA 54- (A) Cromatograma de ECD 500 pg mL™. (B) Cromatograma de RL
de ECD. Condicdao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase
mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™; volume de amostra: 20 uL; pH da
fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 55- Espectros de UV-Visivel de ECD 500 ug mL"' e RL de ECD.
Absorcao em 215 nm. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5
pum); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL; pH
da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 56- (A) Cromatograma de ECD-*"Tc. (B) Ampliagdo do intervalo de 0-
12 minutos. Concentracéo radioativa: 55,0 MBq mL™". Condicdo G: coluna Shim-
Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgénica. Fluxo da fase movel: 1,0 mL min’
'- volume de amostra: 20 uL; pH da fase movel: 2,50 e temperatura do forno de
coluna: 25 °C.

FIGURA 57- Cromatogramas de ECD-*"Tc, EC-*"Tc, *"TcO,, *"TcO, e de
compostos resultantes da hidrélise basica de ECD-*"Tc. Concentragdo
radioativa: 55,0 MBg mL™". Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6
mm; 5 ym); fase moével: Na,HPO,: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a
100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”; volume de amostra: 20
uL; pH da fase moével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 58- Curvas analiticas para ECD na faixa de concentragdo de
0- 500 pg mL"

FIGURA 59- (A) Cromatograma de MIBI 100 ug mL™". (B) Cromatograma de RL
de MIBI. (C) Ampliacao do intervalo 1,3 e 2,3 minutos da FIG. 59B. Condig¢éao H:
coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 pm); fase movel: (NH4)>SO4:
CH3CN: C,HsOH (35: 20: 45, v/v). Fluxo da fase mével: 1,5 mL min™'; volume de
amostra: 25 uL; pH da fase mével: 5,00 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 60- Espectros de UV-Visivel de MIBI 100 ug mL™" e RL de MIBI 300 ug
mL". Absor¢do em 245 nm. Condicéo H: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6
mm; 5 ym); fase moével: (NH,).SO4: CH3;CN: C,HsOH (35: 20: 45, v/v). Fluxo da
fase mével: 1,5 mL min”'; volume de amostra: 25 uL; pH da fase mével: 5,00 e
temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 61- (A) Cromatograma de Sestamibi-**"Tc. Concentracdo radioativa:
55,0 MBq mL". (B) Ampliacdo do intervalo 1 e 4 minutos da FIG 61A.
ldentificacao das espécies na TAB. 25. Condicdo H: coluna Shim-Pack VP-ODS
(150 x 4,6 mm; 5 pym); fase movel: (NH;).SO,4: CH3;CN: C,HsOH (35: 20: 45, v/v).
Fluxo da fase mével: 1,5 mL min™; volume de amostra: 25 uL; pH da fase mével:
5,00 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

FIGURA 62- Curvas analiticas de MIBI na faixa de concentracdo de
0- 500 pg mL"™
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LISTA DE ABREVIATURAS E/ OU SIGLAS

BPF - Boas Praticas de Fabricagéao

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
CP - Cromatografia em Papel

CCD - Cromatografia em Camada Delgada

CLAE - Comatografia Liquida de Alta Eficiéncia

DIRF - Diretoria de Radiofarmacia

IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
CNEN - Comissao Nacional de Energia Nuclear

SAH - Soro Albumina Humano

EC - Etilenodicisteina

ECD - Etilenodicisteinato de dietila

Sestamibi - hexaquis-2-metoxi-isobutil-isonitrila

Da - Dalton

RL - reagente liofilizado

MIBI - metoxi-isobutil-isonitrila

PRq - Pureza Radioquimica

Bq - Bequerel

Ci - Currie

USP — United States Pharmacopeia

LAL - Lisado de Amebdcitos de Limulus

FPLC - Fast Protein Liquid Chromatography

PIC — Pareador lénico para Cromatografia

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e Qualidade Industrial
IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
ISO - International Standard Organization

ICH - International Conference Harmonization

FDA - Food and Drug Administration

HPLC - High Pressure Liquid Chromatography
ITLC-SG - Instant Thin Layer Chromatography — Silica Gel
POP - Procedimento Operacional Padrao

DAD - Diode Array Detector



1 INTRODUCAO

Os radiofarmacos de tecnécio-99 meta estavel (*™Tc) tornaram-se
importantes ferramentas para o diagnostico de véarias doencas ou disfuncbes de
orgaos e sistemas que compdéem o corpo humano. Aproximadamente 80% de todos
os radiofarmacos usados em medicina nuclear sdo compostos marcados com *™Tc
(1).

Previamente a utilizacdo dos radiofarmacos na rotina das clinicas dos
servicos de medicina nuclear, deve-se assegurar a qualidade do produto final a ser
administrado. O controle de qualidade dos centros produtores de radiofarmacos é
responsavel por realizar uma série de ensaios (fisico-quimicos, biolégico e
microbioldgico), que indicardo a qualidade do produto final (2).

Para garantir que os produtos farmacéuticos tenham e mantenham as
caracteristicas de estrutura, identidade, pureza, concentracao, poténcia e inocuidade
requeridas para o seu uso existe um conjunto de normas e atividades relacionadas
entre si denominado Boas Praticas de Fabricacao (BPF) (3).

A capacidade de fornecer dados confiaveis, exatos e em tempo
programado, € um dos papéis centrais dos laboratérios analiticos. A qualidade dos
resultados analiticos € um fator chave do desenvolvimento de novos produtos. A
implementacédo, o desenvolvimento e principalmente a validacdo de metodologias
analiticas tém um impacto direto na qualidade destes produtos. Embora uma
completa validacdo pode nao ser suficiente para garantir a inexisténcia de quaisquer
problemas potenciais que envolvam a qualidade de produtos, o processo de
desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas deve ao menos garantir o
controle de problemas mais comuns inerentes a metodologia utilizada (4, 5).

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria (ANVISA)
regulamenta através da Resolugédo — RE n° 899, de 29 de maio de 2003, a validagéo

dos métodos analiticos e bioanaliticos (4). A validacdo € definida como o



estabelecimento de evidéncias experimentais documentadas que fornecem um alto
grau de seguranca de que um processo ou método produzira consistente e
sucessivamente um produto que atendera as caracteristicas e especificagbes de
qualidade (5).

Na determinacéo de pureza radioquimica dos radiofarmacos, varias sao as
publicacbes em que a cromatografia em papel (CP) (6, 7) e cromatografia em
camada delgada (CCD) (8-10) sao utilizadas. Entretanto, grande parte destes
trabalhos nao realiza a quantificacdo da porcentagem de produto e das impurezas
normalmente formadas no processo de marcacao do reagente liofilizado (RL) com
pertecnetato  (pertecnetato  livre, tecnécio coloidal, formas poliméricas)
simultaneamente (11). Na década de 90, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) foi introduzida, tornando-se uma técnica indispensavel no controle de
qualidade dos radiofarmacos (12).

Para garantir a qualidade de radiofarmacos produzidos na Diretoria de
Radiofarméacia do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (DIRF, IPEN-
CNEN-SP), a saber, soro albumina humano-**"Tc (SAH-**"Tc), etilenodicisteina (EC-
9MT¢), Etilenodicisteinato de dietila- *™Tc (ECD- *™Tc) e hexaquis-2-metoxi-isobutil-
isonitrila->*"Tc (Sestamibi-**"Tc), faz-se necessario o desenvolvimento e a validagao

dos métodos que atendam as especificacdes do érgao regulador - ANVISA (4).



2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo desenvolver e validar métodos utilizando a
técnica analitica CLAE, para os radiofarmacos de *™Tc¢ produzidos na DIRF, a saber:
SAH-*"T¢, EC-*"Tc, ECD-**"Tc e Sestamibi-*™Tc, incluindo algumas matérias-
primas.

Os parametros analiticos avaliados foram aqueles exigidos pela RE n° 899
(ANVISA): robustez, seletividade, linearidade, precisédo, exatidao, recuperagao, limite
de deteccao, limite de quantificacao e estabilidade.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Radiofarmacos

A Radiofarmacia existe desde a primeira administracdo de uma
preparagao radioativa em um organismo vivo, com o objetivo de verificar os efeitos e
a trajetéria metabdlica. Este fato (1932) antecedeu a Segunda Guerra Mundial,
quando os radiois6topos artificiais disponiveis eram produzidos através do
bombardeamento de nucleos-alvo por particulas positivas aceleradas. Entretanto, foi
o programa Atomos para a Paz, langado pelo Governo americano, apds 1945,
visando ao aproveitamento da producédo de radioisétopos oriundos do reator de
uranio, que tornou possivel ao mundo o uso dos radiofarmacos (13).

Radiofarmacos sdo compostos, sem acao farmacologica, que tém na sua
composicao um radioisétopo e sdo utilizados em Medicina Nuclear para diagnéstico
e terapia de varias doencas. As caracteristicas fisico-quimicas do radiofarmaco
determinam a sua farmacocinética, isto €, a fixacao no érgéo alvo, metabolizacéo e
eliminagdo do organismo, enquanto que as caracteristicas fisicas determinam a
aplicacéo do composto em diagndstico ou terapia (14). Um radiofarmaco deve ser de
baixo custo e facilmente acessivel aos centros de Medicina Nuclear.

Os produtos radiofarmacéuticos sdo compostos por substancias
organicas, inorganicas, peptideos, proteinas, anticorpos monoclonais e
oligonuclideos marcados com radioisétopos. Os radiofarmacos podem ser
classificados em moléculas simples contendo um radioisétopo, por exemplo, Na''l,
moléculas mais complexas marcadas, geradores de radioisbétopos que fornecem os
radioisotopos que originam os farmacos, como os geradores de molibdénio/tecnécio
(*Mo/*®™Tc), reagentes liofilizados (RL) para diagnéstico ou macromoléculas
marcadas (12, 15).

Os radiofarmacos que se destinam ao diagnéstico clinico apresentam na

sua composicao um radioisétopo emissor gama (y) e/ ou pdsitrons (,1f). Nesta



situacao, é desejavel que o radioisétopo incorporado ao radiofdrmaco nao emita
particulas alfa (z*at) ou beta (.1B), uma vez que estas apenas aumentam a dose de
radiacao absorvida pelo paciente (16).

Para diagnéstico, os radiofarmacos sao classificados em perfusdo ou
especificos. Os radiofarmacos de perfusdo (Sestamibi-*"Tc e ECD-*"Tc) sdo
transportados no sangue e atingem o 6rgéo alvo na proporgéo do fluxo sanguineo.
Nao possuem locais especificos de ligacdo e acredita-se que sao distribuidos de
acordo com o tamanho e a carga do composto. Os radiofarmacos especificos (MIBG-
23] Imetaiodobenzilguanidina]) sdo direcionados por moléculas biologicamente
ativas, a saber: anticorpos e peptideos, que se ligam a receptores celulares ou sao
transportados para o interior de determinadas células (14).

Para terapia, a meia-vida fisica € um parametro essencial na escolha de
radioisétopos e sdo indicados aqueles que emitem particulas ionizantes (particulas
*a, 4P, ou elétrons Auger). A escolha do radioisétopo a ser utilizado é dependente
do tamanho do tumor, da distribuicdo intratumoral e da farmacocinética do

radiofarmaco (14).

3.2 Gerador de *Mo/*®™Tc

O elemento quimico com numero atémico 43 foi descoberto por Carlo
Perrier e Emilio Segré, cientistas italianos, em 1937. Bombardeando molibdénio com
néutrons, obtiveram alguns isétopos do elemento 43, que foi nomeado de tecnécio
(do grego technétos, “artificial”). Foi o primeiro elemento produzido artificialmente
pelo homem (13).

Atualmente, o radiois6topo tecnécio-99m (**"Tc), produto do decaimento
do molibdénio-99 (**Mo), é o mais amplamente usado em medicina nuclear (13).

A primeira aplicagéo do **™Tc¢ como radiofarmaco ocorreu na Universidade
de Chicago, onde o ion pertecnetato (**"TcOy) obtido pela eluicdo de um gerador de
PMo/*™Tc foi usado para obter imagens do figado, cérebro e tiredide.



Posteriormente, reagentes liofilizados contendo agente redutor e diferentes agentes
complexantes foram desenvolvidos para obtencéo de complexos de **™Tc (17).

O gerador de tecnécio (FIG. 1) € um sistema composto por uma coluna
cromatografica empacotada com éxido de aluminio (Al.Os3), onde € depositado o
molibdato (**Mo00.?), que decai a *"TcO4 (1).

—— Frasco
em
= VACUD

. (Na"™TcO,)

B — Frotw&u
mmnodz' de
chumbo
AlLO,

FIGURA 1 — Gerador de ®*Mo/®™Tc (1).

NaCl 0,9%

A atividade do radioisétopo “filho” (**"Tc) vai aumentando & medida que o
radionuclideo “pai” (*Mo - molibdénio) vai decaindo, atingindo o maximo depois de
24 horas. O **Mo, na forma quimica de MoO,?, é depositado e adsorvido na coluna
de alumina e por eluigdo com soro fisioldgico (NaCl 0,9%), apenas *™TcOy4 é eluido
e recolhido em um frasco sob vacuo, enquanto o molibdato fica retido na coluna. A

FIG. 2 apresenta o diagrama de decaimento do *Mo a **™Tc¢ (1).
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FIGURA 2 - Diagrama do decaimento do ®*Mo a *™Tc¢ (1).



O *Mo com meia-vida fisica (t12) de 66 horas decai por emissdo de
particulas beta em **™Tc (ti2 =~ 6 horas) e **Tc (ti2 = 200.000 anos). **™Tc decai por
emissao de radiacdo gama em **Tc (FIG. 2) (1).

O gerador possui uma protecao de chumbo para minimizar a exposi¢ao do
trabalhador a radiacdo, o procedimento de eluicdo é simples e rapido de realizar e
deve produzir eluidos isentos do radioisétopo “pai” ou de outros possiveis

contaminantes, e também do material que constitui a coluna (1).

3.3 Radiofarmacos de tecnécio-99m

Os radiofarmacos de tecnécio-99 meta estavel (**"Tc) tornaram-se
importantes ferramentas para o diagnostico de varias doencas ou disfuncbes de
orgaos e sistemas que compdéem o corpo humano. Aproximadamente 80% de todos
os radiofarmacos usados em Medicina Nuclear sdo compostos marcados com *™Tc
(1).

O elevado indice de utilizagao dos radiofarmacos de *™Tc é resultado das
propriedades fisicas e quimicas apresentadas pelo radioisétopo, a saber: meia-vida
fisica de 6,01 horas; decaimento por emissado de radiacdo gama pura (fétons de 140
keV); praticidade da obtengdo do radiois6topo a partir de um sistema gerador de
PMo/®™Tc; possibilidade do **™Tc atingir varios estados de oxidagdo e de
coordenacao, originando diferentes radiofarmacos a partir da simples reconstituicao
de conjuntos de RL ou “kits” (1, 15).

Existem alguns fatores importantes, relacionados na TAB. 1, que devem

ser considerados no processo de preparacao do radiofarmaco (14).



TABELA 1- Fatores importantes para a preparagao de radiofarmacos de *™Tc (14).

Marcacao
Estabilidade guimica do composto
Condi¢des fisico-quimicas da marcacgao

Condi¢des de armazenamento

Radidlise

—

—

_——

Prazo de validade

elevado rendimento

ligagdo quimica entre " T¢ e 0 composto ao
qual se coordena

podem alterar a estrutura ou propriedades
biolégicas do compostos

a temperatura e a luz podem levar a
degradacéo do composto.

pode causar a quebra da ligagao quimica entre
o radicisdtopo e a molécula

tempo durante o qual o radiofarmaco pode ser
usado com seguranga para o fim a que se
destina.

A preparacdo do radiofarmaco de **"Tc se inicia pela adicdo de uma

solucdo estéril de *™TcO, a um frasco de RL. RL é a denominacdo de uma

formulagdo que contém uma substéncia a ser complexada e um agente redutor,

normalmente cloreto estanoso, e passa pelo processo de liofilizacdo para perda de

umidade e conservacao. O procedimento de reconstituicdo e marcacdo do RL com

solucdo estéril de ¥ TcO, envolve reacdes de oxi-reducdo e complexacéo e resulta

na formacédo de um novo composto quimico (FIG. 3) (1, 16).

99my Tt T 2+ -
(CTe Og) + Sn + Farmaco

H+
99m n+ , 4+
Te -Farmaco + Sn  + H,O

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

FIGURA 3 - Esquema das reacdes para obtencéo dos radiofarmacos de *™Tc (1).




9MTcOy4 é reduzido para um estado de oxidacdo menor pela agdo do ion
estanoso. No composto radiomarcado, atomos ou grupos de atomos de uma
molécula sdo substituidos por atomos ou por grupos de atomos radioativos (14). O
complexo do ligante desejado com o tecnécio € obtido ap6s um periodo curto (5 - 30
minutos) com um alto rendimento (> 90%) (1, 14).

3.3.1 Soro albumina humano- *™Tc (SAH- *™Tc)

O soro albumina humano (SAH) é a proteina de maior abundancia no
sangue, cuja concentracdo varia de 35- 45 g L', representando 60% das proteinas
totais no plasma e da sintese protéica hepatica (18). E uma proteina simétrica de
baixa viscosidade, sintetizada e secretada pelo figado, com peso molecular entre 66
e 69 kDa. O SAH também desempenha a funcao de transporte. Varios metabdlicos
circulam pelo sistema vascular, ligados ao SAH, como &acidos graxos livres,
aminoacidos, horménios e metais pesados (cobre e zinco), bem como muitas drogas
e farmacos (19, 20).

A FIG. 4 mostra a estrutura de cadeias de duas moléculas de SAH, onde
os residuos de cisteina Cys34 e triptofano Trp214 aparecem representados como
esferas. Dezessete pontes dissulfeto ajudam a manter a estrutura terciaria (21).

FIGURA 4- Estrutura quaternaria do SAH com os residuos de cisteina e triptofano
em destaque (21).



Soro albumina humano marcado com tecnécio-99m (SAH-*"Tc) & um
radiofarmaco comumente utilizado como agente para determinagéo de alteracdes na
circulagdo linfatica, diagnéstico de linfoedemas primarios e secundarios, além de
aplicacao clinica para testes das funcdes cardiacas (22). Ele é comercialmente
disponivel na forma de RL e sua preparacéo é feita pela adicdo de *™TcO4. O *™Tc
heptavalente é reduzido pelo cloreto estanoso a ®™Tc pentavalente e posteriormente
ligado a proteina (16).

Ap6s a administracdo intravenosa, SAH-*"Tc se distribui, uniformemente
através do compartimento vascular. A depuragdo sanguinea € lenta, em uma hora,
cerca de 46% da dose administrada estd na circulacdo. A urina e as fezes
geralmente contém menos de 0,5% da dose injetada em 24 horas. SAH-*"Tc é
removida da corrente sanguinea pelas células de Kupfer do sistema reticuloendotelial
(23).

As possiveis impurezas radioquimicas no radiofarmaco SAH-**"Tc¢ incluem
¥MTcOy4, devido & incompleta reducdo durante a marcagdo. Tecnécio coloidal
(**™TcO,) pode também ser formado quando o *™Tc reduzido ndo é completamente
complexado com o SAH. A polimerizagdo do SAH pode ser formada durante o
processo de liofilizagdo. Formas poliméricas podem interferir na qualidade da
imagem (24).

3.3.2 L,L- Etilenodicisteina- **™Tc (EC- *™Tc)

O &cido L,L-etilenodicisteina (EC) (férmula molecular: CgH1sN204S,. massa
molecular: 268,36 g mol') pode ser sintetizado pela reducéo do &cido L-tiazolidino-4-
carboxilico com sédio metélico, em aménia liquida (25). Inicialmente, ocorre a
abertura do anel e subsequente dimerizacdo do radical intermediario, conforme

representado na FIG. 5 (26).
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FIGURA 5- Esquema simplificado das etapas de sintese do EC. (l) acido L-
tiazolidino-4-carboxilico, (I1) EC (26).

Pela adicdo de pertecnetato de sédio (Na**"TcO,) ao conjunto de RL
comercialmente disponivel contendo EC, em condi¢gbes basicas, pode ser obtido o
dimero L,L-etilenodicisteina marcado com **™Tc na forma pentavalente [*™T¢(V)EC].
O EC-**"Tc pode ser encontrado em vérias formas isoméricas, a saber: isdmero L L,
isémero D,D e isdbmero D,L. Entre as trés formas isoméricas, o isémero L,L—EC-*"Tc
apresenta maior potencial de utilizacdo para obtencao de imagens cintilograficas
(27).

A FIG. 6 ilustra a estrutura do radiofarmaco L,L- EC-*"Tc (28).

Tc
HOOC

< \HN
S s~ NCooH

FIGURA 6- Estrutura de L,L-EC-*"Tc (28).
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O EC-*"Tc como agente funcional renal permite a avaliacdo de
importantes fungdes como filtracdo glomerular, secrecdo e reabsorcao tubular
apresentando alta especificidade para excreg¢do e baixa retengdo no organismo. O
etilenodicisteina-*"Tc (EC-*™Tc) é também um metabdlito do agente de perfusao
cerebral etilenodicisteinato de dietila -*"Tc (ECD-**"Tc) (29).

Verbruggen e colaboradores (30) foram os primeiros a verificar que os
metabdlitos polares do ECD, os quais eram eliminados pelos rins, eram potenciais
agentes para obtencao de imagens dos rins e poderiam ser utilizados em diagnéstico
em medicina nuclear.

Posteriormente a injecdo, ECD € hidrolisado a metabdlitos polares
[monoéacido (ECM) e diacido (EC)] os quais sao rapidamente secretados via sistema
renal. As enzimas responsaveis pela hidrolise sdo encontradas no plasma, nas
células sanguineas, nos tecidos do figado e dos rins e no cérebro. A hidrélise do

ECD também pode ser realizada in vitro por procedimentos quimicos (31- 33).

3.3.3 L,L- Etilenodicisteinato de dietila- **™Tc (ECD- *™Tc)

Radiofarmacos de tecnécio-99m destinados a avaliagdo do fluxo
sanguineo regional cerebral devem ser lipofilicos para atravessar a barreira
hematoencefélica. A permanéncia destes compostos no cérebro estara condicionada
a mecanismos de aprisionamento que geralmente envolvem a conversdao das
espécies neutras e lipofilicas em espécies polares hidrofilicas (29).

ECD (etilenodicisteinato de dietila) é sintetizado pela reacdo de
esterificagdo de EC, com etanol em meio de &cido cloridrico. EC ¢é inicialmente obtido
pela reacdo representada na FIG. 5. O ECD.2HCI é purificado por recristalizacao,
com rendimento de cerca de 80% (16, 25). ECD.2HCI tem férmula e massa molecular
C12H26C12N204S2 e 397,38 g mol”, respectivamente, e apresenta duas funcdes
ésteres que sao importantes para manter a natureza lipofilica do complexo de ECD-
9MT¢ (34).
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O complexo de ECD-*"Tc é uma molécula que contém dois nitrogénios e
dois tiéis como grupos doadores (N2S;) dentro de uma estrutura quelante formando
um complexo mono-oxo Tc(V) estavel. Na FIG. 7 esta apresentada a estrutura do
isémero L,L — ECD-*"Tc (35).

O

Tc
H,CH,COOC }A%W
NH N
S S COOCH,CH,

FIGURA 7 - Estrutura molecular de L,L- ECD- *™Tc (35).

O ECD-*"Tc é indicado para cintilografia cerebral, para obtencdo de
imagens de fluxo sanguineo da regido cerebral em pacientes com anomalias do
sistema nervoso central, a saber: epilepsia, deméncia, acidentes vasculares cerebral
e traumas (1).

O ligante ECD possui dois centros quirais, podendo ser obtidos os
isémeros L,L-ECD- *™Tc e D,D-ECD- *™Tc. Estudos cintilogréficos realizados em
macacos demonstraram que ambos o0s complexos atravessam a barreira
hematoencefélica e oferecem imagens similares cerca de 5 minutos apo6s a
administracdo da dose. Imagens mais tardias, contudo, evidenciaram o clareamento
total do D,D-ECD-**"Tc¢ do cérebro e a retencéo do L,L-ECD-*"Tc (29).

Estudos em ratos mostraram que L,L-ECD- *™Tc é metabolizado para
dois derivados monoacidos (ECM), e em menor grau, para o diacido EC-*"Tc (FIG.
6) (29).
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3.3.4 Hexaquis 2-metoxi-isobutil-isonitrila- **"Tc (Sestamibi- *™Tc)

O ligante MIBI (2-metoxi-isobutil-isonitrila) (FIG. 8A) apresenta formula e
massa molecular CgH11NO e 113,16 g mol™, respectivamente. E um composto volatil
e esta presente no RL na forma de composto tetrafluorborato de cobre (1) tetracis (2-
metoxi isobutil-isonitrila) — (Cu[MIBI]4BF,). Durante a marcacao, o MIBI se dissocia
do Cu(l) ligando-se ao *™Tc (34).

O radiofarmaco hexaquis-2-metoxi-isobutil-isonitrila-*"Tc  (Sestamibi-
9MT¢e) é um complexo monovalente, catiénico e lipofilico que consiste de um &tomo

de *™Tc em estado de oxidacdo +1 e seis moléculas de MIBI (FIG. 8B).

B O/ S

W
& L

e CH— N= TN
CH,O c‘; CH,— N=¢C \()@N% IS

N
CH, o
|

(A) (B)

FIGURA 8- (A) Estrutura molecular do MIBI (36) e (B) Estrutura molecular do
Sestamibi-*"Tc (34).

E recomendado no minimo 90% de pureza radioquimica (PRq) de
Sestamibi -**™T¢ para uso clinico (37).

Sestamibi-*™Tc é utilizado em imagem de perfusdo do miocardio, a
semelhanga do Talio-201 (*°'Tl) (38). Além da aplicabilidade em estudos do
miocardio, varios pesquisadores tém observado que o Sestamibi-*"Tc é sensivel na

deteccdo de tumores/lesbes nas mamas de até 4 mm, na avaliagdo de lesdes
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mamarias com imagens de alta resolucdo para lesdes maiores que 1,5 cm de
tamanho e distinguir tumores mamarios benignos de maligno (39). Ele se acumula no
tecido tireoideano, em varios distarbios patolégicos, como linfoma primario de
tire6ide, nddulos tireoideanos e hiperparatiroidismo, carcinoma de células de Hurthle
entre outros (40- 44). O uso do complexo Sestamibi-**"Tc também tem sido descrito
em estudos clinicos preliminares como agente de imagem para tumor cerebral (45).

O Sestamibi-*"Tc acumula-se no interior de mitocéndrias e citoplasmas
celulares. Acredita-se que a quantidade de mitocéndrias nas células tumorais e a
perfusdo sanguinea aumentada aliadas a permeabilidade capilar ao Sestamibi-*"Tc,
composto lipofilico, com carga catibnica, desempenham papel importante no
mecanismo de captacao tumoral do radiofarmaco (38).

3.4 Controle de qualidade dos radiofarmacos de *™Tc

A DIRF no IPEN é o primeiro centro brasileiro produtor e distribuidor de
radiofarmacos utilizados em Medicina Nuclear, para obtengdo de imagens para
diagnéstico ou terapia, e possui certificacdo da Fundacao Carlos Vanzolini na Norma
ISO 9001/2000. Um de seus principais objetivos € fornecer produtos de alta
qualidade, preparados de acordo com as Boas Praticas de Fabricagéo (BPF).

O controle de qualidade é definido como o conjunto de medidas
destinadas a verificar a qualidade de cada lote de medicamentos e outros produtos,
para o atendimento as normas de atividade, pureza, eficacia e inocuidade (46).

Todos os procedimentos de controle de qualidade que sédo aplicados a
farmacos tradicionais sdo igualmente aplicaveis para os radiofarmacos, além de
ensaios de pureza radioquimica e radionuclidica. A diferenga consiste na meia-vida
fisica muito curta (cerca de minutos a algumas horas) que os radiofarmacos muitas
vezes possuem e, portanto, o tempo entre a producdo, a analise pelo controle de
qualidade e a administracdo no paciente deve ser relativamente curto (1).
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Devido as particularidades na obtencdo dos produtos, a determinacéo da
pureza quimica é de extrema importancia a fim de evitar que as impurezas néo
apresentem toxicidade ao organismo receptor do radiofarmaco (1, 14).

As impurezas quimicas podem apresentar-se como consequéncia de
reagentes introduzidos durante a preparacao, incluindo produtos de decomposicao e
subprodutos nao-radioativos de reacdo. Por isso, deve-se determinar qualitativa e
quantitativamente os reagentes utilizados na preparagéao, assim como a presenca de
produtos quimicos (ndo radioativos) que nao fazem parte de sua composicao,
especialmente possiveis contaminantes téxicos, ou de substancias que alteram o
comportamento fisico-quimico ou biologico do preparado (1, 18).

Considerando-se os radiofarmacos de *™Tc preparaces extemporaneas,
com modificacdo do estado de oxidacdo, esses devem ser analisados previamente
antes de serem injetados intravenosamente no paciente (14).

O controle de qualidade dos radiofarmacos envolve andlise das
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas, quimicas, biologicas e de estabilidade. No
caso de matéria-prima e produto acabado, devem ser realizados ensaios de
identificagdo, pureza e outros, para verificar a conformidade com os parametros de
qualidade, sendo muitas vezes necessario separar, isolar, purificar, identificar e

quantificar os componentes (18, 47).

3.4.1 Controle de qualidade fisico e fisico-quimico

Os ensaios fisico-quimicos incluem as caracteristicas fisicas, pH, forca
iGnica e pureza quimica. As caracteristicas fisicas envolvem andlises organolépticas
(cor, limpidez ou turbidez da solucao e auséncia ou presenca de particulas, tamanho
das particulas (apenas para radiofarmacos coloidais)) (16). O pH do radiofarmaco
deve ser o mais proximo possivel do pH fisiolégico. O pH da preparacédo é
normalmente medido com papel indicador. A forga ibnica € determinada por

condutimetria (14).
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3.4.2 Controle de qualidade quimico e radioquimico

Em relacdo ao controle quimico, sdo realizadas as determinacbes de
pureza quimica, avaliando-se a concentracao da espécie desejada ou de impurezas.
As impurezas quimicas tém origem na degradacédo do produto ou adicdo inadvertida
antes, durante ou apds a marcacao, por exemplo, a presenca de aluminio no eluido
do gerador de *™Tc (16).

O controle de qualidade realiza os ensaios de pureza radionuclidica e
pureza radioquimica. A presenca de eventuais impurezas radionuclidicas esta
relacionada com o modo de producdo do radioisbétopo ou com uma preparacao
inadequada dos geradores. A presenca de *Mo no eluido de *™Tc é um exemplo de
impureza radionuclidica. A concentracdo da atividade € a atividade contida por
unidade de volume, sendo expressa em MBg mL" (mCi mL"), sendo 1 mCi = 37
MBq (14, 16).

A pureza radioquimica é a fragdo do radioisdétopo presente na forma
quimica determinada do radiofarmaco. As impurezas ocorrem devido a
decomposicao por acao do solvente, mudancas na temperatura, pH, luz, presenca de
agentes redutores, oxidantes ou radidlise da agua por absorcdo da energia emitida,
gerando a formacao de peroxido de hidrogénio e radicais livres, que geram, por sua
vez, a decomposicao de outras moléculas marcadas (47).

As impurezas radioquimicas *"TcO; e *™TcO, podem ser encontradas
em complexos marcados com *"Tc e interferir nas imagens de diagnéstico. A fim de
evitar a degradacdo dos radiofarmacos e para manter a sua estabilidade s&o
utilizados conservantes (4cido ascorbico e manitol) (48).

3.4.3 Controle de qualidade bioldgico

O controle bioldégico inclui esterilidade, pirogenicidade, toxicidade e
distribuicdo bioldgica. Esterilidade € a auséncia de microorganismos viaveis na

preparacao. Os métodos de esterilizacdo mais usados sdo a esterilizacdo por calor
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Umido e a esterilizacdo por membrana filtrante E requisito dos injetaveis que sejam
livres de pirogénios (produtos do metabolismo das bactérias - endotoxinas). As
endotoxinas sao capazes de induzir hipertermia (14).

O método da Farmacopéia Americana (USP) (49) e o teste LAL séo os
métodos utilizados para ensaio de pirogénio. O primeiro baseia-se na resposta febril
de coelhos, por administracdo intravenosa dos radiofarmacos a serem testados. O
teste LAL (Lisado de Amebdcitos de Limulus) utiliza-se das proteinas obtidas através
da lise de amebdcitos de limulus (um tipo de caranguejo) que reagem com a
endotoxina, formando um gel. Esta reacao enzimatica depende da temperatura, pH e
concentragdo de endotoxina, com duracdo de 15 a 60 min, dependendo da
concentracado de pirogénio (48).

A toxicidade dos radiofarmacos antes de sua administragdo em humanos
deve ser determinada e a dose de seguranca deve ser estabelecida (48).

A biodistribuicdo é utilizada para avaliacdo do comportamento in vivo de
um radiofarmaco, antes da sua administragdo a um paciente. Esta relacionada a
pureza radioquimica, pois impurezas radioquimicas podem induzir alteracdes na rota
de distribuicdo. Essa biodistribuicao pode ser efetuada por técnicas nao invasivas
(realizacdo de imagens) ou técnicas invasivas, envolvendo o sacrificio de animais e

medicao da radioatividade concentrada nos 6rgaos e tecidos dissecados (16, 48).

3.5 Métodos analiticos de controle de qualidade de radiofarmacos de ®™Tc

As impurezas radioquimicas podem ser determinadas por diferentes
métodos analiticos. A cromatografia em papel e cromatografia em camada delgada
sao técnicas de separacao nas quais os componentes do radiofarmaco migram em
um suporte (fase estacionaria) em funcao da afinidade com o eluente (fase movel)
(48). A cromatografia gel (sephadex) € uma técnica que se utiliza a diferenca de
tamanho das moléculas na separacdo de componentes de uma amostra. A
radioatividade é medida nas fracbes recolhidas, sendo expressa como um percentual
da radioatividade total (2). Nos radiofarmacos de **"Tc, além do proprio
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radiofarmaco, podem ser identificados e quantificados *™TcOy livre e *™TcO, (18).

Jankowsky e colaboradores (50) usaram eletroforese capilar (técnica de
separacdo onde as diferentes espécies movimentam-se em funcdo do tamanho,
carga, pH, viscosidade, intensidade de corrente e voltagem aplicada) para analisar
os radiofarmacos EC-*"Tc, ECD-*"Tc e Sestamibi-**"Tc. Em outro estudo,
Jankowsky e colaboradores (51) utilizaram o mesmo sistema para determinar a
constante de dissociagcao de alguns radiofarmacos.

A técnica de purificagdo por resina de troca ibnica envolve a troca de ions
entre a solugdo a ser analisada e a resina (2). A extracao por solvente baseia-se na
distribuicdo do soluto em dois solventes imisciveis, geralmente agua e um solvente
organico. Dessa forma, a separacéo de **MoQ,? presente como impureza no eluido
de ¥™TcO, pode ser realizada por extragao liquido-liquido com metiletilcetona e 4gua
(48).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) promove a separacao de
substancias por sua distribuicdo entre a fase estacionaria e a fase movel, possuindo
alta resolucao e rapidez de separacao. Devido a sua eficiéncia na separacédo de
¥MTcO4 e P™TcO,, e a capacidade em diferenciar formas poliméricas, entre outros, a
CLAE tornou-se uma técnica indispensavel no controle de qualidade de
radiofarmacos (16, 48).

3.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Esta
fundamentada na separagdo diferencial dos componentes de uma mistura, que
ocorre devido a diferentes interacbes entre a amostra, a fase mével e a fase
estacionaria (52).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utiliza pressao elevada
para forcar a passagem de solvente através de colunas analiticas contendo
particulas muito finas, capazes de proporcionar separacoes eficientes (53).
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O equipamento para CLAE (FIG. 9) é composto dos seguintes
componentes: reservatorios de fase movel, sistema de bombeamento, medidor de
pressao, valvula de injecdo, injetor automatico, coluna cromatografica, detector e

sistema de aquisi¢édo e tratamento de dados (52).

Injetor
# Introducao

= »” da Amostra
s
<= __

Fase
movel

"
IBomba 2 =
40
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movel

Detector Sistema de dados

FIGURA 9 - Esquema simplificado de um sistema cromatografico para CLAE.

O solvente empregado deve ter baixa viscosidade, alto grau de pureza ou
ser facilmente purificado, ndo dissolver a fase estacionaria e polaridade adequada
para permitir uma separacao conveniente de todas as espécies presentes (53).

O sistema de bombas é utilizado para conduzir a fase moével a uma vazao
determinada, sob alta pressao (até 400 bars), até as véalvulas de mistura. O injetor
(manual ou automatico) introduz a amostra na fase movel, conduzindo a mistura
através da coluna. E na coluna que ocorrem as separagbes dos analitos de
interesse. Os detectores sdo usados para o monitoramento e quantificacdo dos

componentes que eluem separadamente da coluna (53).
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Um detector ideal é sensivel a pequenas concentragdes dos constituintes
da amostra, fornece resposta linear em um determinado intervalo de concentracao e
nao produz alargamento de pico. O detector ultravioleta € o mais usado na CLAE
porque muitos solutos absorvem a luz ultravioleta. Os sistemas mais simples
empregam a emissdo intensa a 254 nm da lampada de mercurio, enquanto os
instrumentos mais versateis possuem lampadas de deutério, xendnio ou tungsténio e

um monocromador, para permitir a escolha do comprimento de onda desejado (53).

O sinal elétrico emitido pelo detector € armazenado e processado pelo
sistema formado por computador e software. O registro grafico obtido na forma de

cromatograma é representado pelo sinal absorbancia em funcao do tempo (53, 54).

Os sistemas CLAE tém sido amplamente utilizados, devido a maior
eficiéncia do processo global de andlise, proporcionando o cumprimento das
regulamentagdes no controle de qualidade e no desenvolvimento de novos

medicamentos (2).

A literatura descreve varios estudos de radiofarmacos utilizando a técnica
de cromatografia liquida. Verbeke e colaboradores (55) realizaram comparacoes de
anélises por CLAE de preparacdes de SAH-*"Tc, com analise por “fast protein liquid
chromatography” (FPLC), um tipo de cromatografia liquida rapida e especifica para
proteinas.

Verduyckt e colaboradores (34) realizaram a confirmacao da identidade de
Sestamibi-*™Tc e ECD-**"Tc por cromatografia liquida com detector de massas e de
radiacao. As impurezas radioquimicas potenciais, resultantes de reducao incompleta
ou oxidagao parcial, e complexos de **"Tc com derivados do monoéster e do di4cido,
gerados por hidrélise do ligante ou esterificacao incompleta durante a sintese, foram

avaliados pelos pesquisadores.

A realizagdo de anélises para identificacdo das impurezas de EC-*"Tc e
ECD-*"Tc por CLAE em fase reversa foi desenvolvida por Mang’era e colaboradores
(28).

Apesar da aparente simplicidade com que os radiofarmacos de tecnécio
sdo obtidos, ou seja, mediante simples adicdo de solucdo de *™TcOs ao RL,
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reacgdes quimicas complexas ocorrem entre as espécies reativas, existindo inumeros
fatores que podem interferir no desenvolvimento adequado dessas reagdes (16).
Portanto, é de extrema importancia a implantacdo de programas de controle de
qualidade, utilizando as varias técnicas apresentadas na literatura, para identificar e

corrigir eventuais problemas, ou mesmo evita-los.

3.5.1.1 Modos de separacao

A classificacdo da cromatografia liquida de acordo com a fase estacionéria
foi primeiramente dividida em cromatografia de adsorcao e cromatografia de particéao,
referindo-se a fase estacionaria sélida e liquida, respectivamente (52).

No caso das fases estacionarias liquidas, estas podem estar adsorvidas
sobre um suporte sélido ou imobilizadas sobre ele. No primeiro caso, a cromatografia
€ referida como cromatografia de particdo. A cromatografia de particdo perdeu
espagco para a cromatografia de fases quimicamente ligadas, devido a maior
estabilidade conferida por estas quando comparadas com fases adsorvidas. O
grande desenvolvimento conseguido a partir das fases liquidas quimicamente ligadas
fez com que estas sejam as fases majoritariamente usadas em CLAE analitica (56).

A separacao de uma mistura por CLAE se da por uma ou mais interagoes
entre o soluto, a fase estacionaria e a fase mével. Estas interacbes podem ser
pontes de hidrogénio, interagdes eletrostaticas e hidrofdbicas (forcas de Van der
Waals), entre outras (56).

Os modos de separacao podem ser classificados de acordo com a
natureza das interagcdes: cromatografia de exclusao, cromatografia em fase reversa,

cromatografia em fase normal e cromatografia de par idnico (56).
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3.5.1.1.1 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusao molecular € uma técnica aplicavel a espécies
de alta massa molecular. O empacotamento de colunas utilizadas na cromatografia
de exclusdo molecular consiste de particulas pequenas (= 10 um) de gel rigido
(silica, vidro), gel semi-rigido (copolimero de divinilbenzeno-estireno) ou de gel mole
(polissacarideos, metacrilatos) contendo uma rede de poros uniformes nos quais
moléculas do soluto e do solvente podem se difundir (53).

Na cromatografia de exclusdo a separacao ocorre de acordo com a massa
molecular. Na FIG. 10 esta representado o principio da cromatografia de exclusao

molecular.

Amostra

(A)

(C)

FIGURA 10- Cromatografia de exclusdo molecular. (A) Aplicacdo da amostra. (B)
Interacdo da amostra com os poros da fase estacionaria. (C) Separacdo das

moléculas da amostra de acordo a massa molecular.

A velocidade de deslocamento das moléculas pequenas é menor, pois
estas precisam permear através do gel ou outro suporte, enquanto as moléculas
grandes apresentam maior velocidade de deslocamento dentro da coluna, emergindo
mais rapidamente; desta forma, a separacdo dos componentes de acordo com a
massa molecular é realizada (53).

A separagdo por exclusdo molecular requer que o tamanho do poro da
fase estaciondria seja adequadamente selecionado de acordo com a massa
molecular da amostra que se pretende separar. A escolha do solvente em
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cromatografia de exclusdo requer somente que o soluto seja solavel no solvente e
que este tenha baixa viscosidade, além de compatibilidade com a amostra e a fase
estacionaria (56).

A determinacdo da massa molecular relativa é feita por intermédio de
calibragdo com amostra de massa molecular conhecida (51).

3.5.1.1.2 Cromatografia no modo normal

Na cromatografia no modo normal (fase normal), a fase estacionéaria é
mais polar que a fase moével. Os solventes usados sdo normalmente uma mistura de
solventes organicos, sem a adicao de agua. As fases estacionarias sdao adsorventes
organicos (silica, alumina), ou fases polares quimicamente ligadas (ciano, diol, fenil
ou amino) (52, 56).

Embora moléculas i6nicas ou ionizaveis possam ser separadas por
cromatografia no modo normal, a aplicacdo majoritaria tem sido para moléculas
neutras. As moléculas hidrofébicas (menos polares) sao eluidas primeiro, enquanto
as moléculas hidrofilicas (mais polares) sao retidas. A retencdo em fase normal

aumenta com o decréscimo da polaridade da fase mével (52).

3.5.1.1.3 Cromatografia no modo reverso

Enquanto na cromatografia no modo normal a fase estacionaria é mais
polar que a fase mével, no modo reverso (fase reversa) a fase mével é mais polar
que a fase estacionaria. A cromatografia no modo reverso € mais usada na CLAE,
uma vez que permite a separagdo de uma variedade de solutos e uso de fases
moveis aquosas (54).

O principio de retencdo no modo reverso € a hidrofobia. A separagéo no
modo reverso se deve principalmente a interacées entre a parte apolar do soluto e a
fase estacionaria, isto é, a repulsdo desta parte do soluto pela fase mével aquosa. A

retencdo em fase reversa aumenta com o aumento de agua na fase movel (57).
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3.5.1.1.4 Cromatografia de par idnico

A cromatografia de par de ions € um tipo de cromatografia de particao em
fase reserva usada para a separacdo e determinacdo de espécies ibnicas. A fase
movel consiste de um tampao aquoso, um solvente organico e um composto iénico
contendo um contra ion de carga oposta ao da amostra. Um contra ion € um ion que
se combina com o ion da amostra para formar um par de ions. O par de ions pode
ter cargas opostas, resultando em uma espécie neutra (53, 58).

Para separar uma mistura de cations (por exemplo, bases organicas
protonadas), € adicionado a fase mdvel um pareador i6nico (PIC), como o
octassulfonato de so6dio (n-CgH17-SO3). O pareador acomoda-se na fase
estacionaria, tornando-a uma camada carregada (FIG. 11) (53,58).

Grupos C,, ligados
—*‘x_/“\\

FIGURA 11- Principio da cromatografia de par ibénico. O pareador idnico adicionado
a fase movel se liga a fase estacionaria apolar. Os grupos sulfonatos negativos ficam
expostos na fase estacionaria e interagem com os ions da amostra. (53).

Quando os cations (no exemplo BH*) do constituinte em analise passam

pela coluna, eles podem se associar com a fase estacionaria por atracao
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eletrostatica com os anions do PIC. Para separar os anions do constituinte, podem
ser adicionados sais de tetrabutilamdémio a fase movel (53).

O equilibrio do PIC com a fase movel € lento, a separacao é mais sensivel
as variacdes na temperatura e no pH e a concentracdo do PIC afeta a separacao
(58).

3.5.1.2 Eluicao isocratica e por gradiente

A eluigdo pode ser feita de duas maneiras: isocratica e por gradiente. A
eluicdo isocratica € feita com um Unico solvente ou uma mistura constante de
solventes, ou seja, a composicao da fase movel permanece inalterada durante toda a
analise. A polaridade da fase mével ndo se altera ao longo do tempo (57).

Se um solvente ndo propiciar uma eluicao suficientemente rapida de todos
0s componentes, entdo pode ser usada a eluicdo por gradiente.

Na eluicdo por gradiente a composicao da fase movel se altera ao longo
do tempo. No caso da fase reversa, a polaridade da fase mével diminui ao longo do
tempo, para aumentar a afinidade entre as fases estacionaria e modvel. Essa
alteracdo da polaridade é feita alterando-se a propor¢cao entre os componentes da
fase movel conforme o tempo passa. Neste caso, quantidades crescentes do
solvente organico sao misturadas ao solvente aquoso para criar um gradiente
continuo (54). Pode-se programar a mistura de dois a quatro solventes diferentes
(59).
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3.5.2 Cromatografia planar

Os métodos planares de cromatografia incluem cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia de papel (CP). Em cromatografia planar, a fase
estacionaria pode ser uma fita de papel (CP) ou uma placa de vidro, aluminio ou
plastico recoberto por um material adsorvente (CCD) (12, 60).

Para analise de pureza radioquimica de radiofarmacos, aplica-se uma
pequena amostra do material a ser analisado numa extremidade da fita (ou placa,
para CCD). A fase mével (solvente) se desloca através da fase estacionaria por acao

de capilaridade (60). A FIG. 12 apresenta as fases da cromatografia planar.

(A) (B) (C)

FIGURA 12- Principio da cromatografia planar. (A) aplicagdo da amostra; (B)

insercao da placa em uma cuba com a fase movel e (C) separagéo dos analitos.

Para radiofarmacos marcados com **"Tc, a cromatografia planar permite
determinar a presenca de *"TcO, e **"TcO,. Estas impurezas permanecem na
origem ou deslocam-se com o solvente, dependendo do radiofarmaco e do solvente
utilizado como fase mével. Alguns aspectos devem ser considerados antes e durante
a realizacdo do ensaio: tamanho da gota, condicbes do suporte cromatogréafico e
pureza do solvente (16).

A impureza radioquimica pode ser expressa conforme Equacdes 1 e 2 que
expressam o fator de retardamento R; (12).

Radioatividade na origem

Radioatividade na origem (%) = — -
Radioatividade (origem + frente de solvente)
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. Radioatividade na frente de solvente
Radioatividade na frente de solvente (%) = b

Radioatividade (origem + frente de solvente)

A pureza radioquimica (eficiéncia de marcacao) pode ser determinada
através da equacédo de balanco de massa (Equacgédo 3). A radioatividade é medida
através de um contador de radiacdo gama (12).

% Pureza radioquimica = 100 — (%*°"TcO4) — (%°"TcOy) (3)

3.6 Validacao de métodos analiticos

A necessidade de se avaliar a qualidade dos resultados das medicoes,
através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo exigida
por 6rgados reguladores. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a prejuizos
financeiros irreparaveis (5). Para evitar ou minimizar situagbes que levem a
questionamentos futuros em relacdo a resultados analiticos fornecidos pelo
laboratdrio, é imprescindivel a realizagdo de experimentos de validagdo e o registro
dos dados obtidos durante todo o processo de desenvolvimento da metodologia
analitica (61).

Entende-se por validacdo de um método analitico o processo que se
demonstra que a metodologia analitica é apropriada para o propésito para o qual
sera utilizada.

A validacdo é definida como o estabelecimento de evidéncias
experimentais documentadas que fornecem um alto grau de seguranca de que um
processo ou método produzird consistente e sucessivamente um produto que
atendera as caracteristicas e especificagdes de qualidade (5).

A FIG. 13 apresenta um fluxograma das fases envolvidas no processo de
desenvolvimento, validacdo e utilizacdo de um método analitico. Os parametros
analiticos avaliados na validacao de métodos sao: robustez, seletividade, linearidade,
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precisdo, exatidao, recuperacéo, limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao
(LQ).

Selecao do método

Desenvolvimento do método escolhido

Utilizacao do método

FIGURA 13- Fluxograma das fases envolvidas no processo de validacdo de um

método analitico.

O desenvolvimento e a validagdo de uma nova metodologia analitica € um
processo interativo que se retro-alimenta, pois durante o estudo os parametros-chave
do método vao sendo determinados e usados para o estudo das fases sub-
sequentes, e conforme os resultados obtidos, estes podem indicar a necessidade de
mudancas em fases anteriores do procedimento analitico e a necessidade de novos
ensaios (nova validacao). O procedimento completo de validacdo de um método
pode consumir muito tempo, mas a qualidade dos dados gerados esta diretamente
ligada a qualidade deste processo (61).

Os parametros de validacao de métodos tém sido definidos por diferentes
grupos de trabalho de organizagdes nacionais ou internacionais e algumas definigbes
sao diferentes entre os grupos. Uma tentativa em harmonizar as diferencas foi feita
pela ICH (International Conference of Harmonization), com publicacdes de normas
para aplicacdes farmacéuticas (62).
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Organismos nacionais de credenciamento como ANVISA e INMETRO
(Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial), e 6rgaos
internacionais de credenciamento como IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), ISO (International Standard Organization (ISO 17025) e ICH, em
caso de credenciamento exigem o item “validacdo de métodos analiticos” como

requisito fundamental para demonstrar a qualidade e a competéncia técnica (4, 63).

3.6.1 Parametros analiticos para validacao de métodos

3.6.1.1 Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagbes dos parametros analiticos. Essas
variacdes podem ser mudancas na porcentagem de fase orgénica na fase mével, pH
da fase modvel, concentracdo do tampdo, temperatura e volume de injecdo de
amostra (4, 64).

A ANVISA (4) e o ICH (62) recomendam a avaliacdo da robustez no
desenvolvimento do método e sugerem como variaveis a serem avaliadas para um
método de CLAE: forca ibnica, composicao da fase mével, colunas de diferentes
lotes ou fabricantes, fluxo da fase mével, volume de amostra, temperatura do forno

de coluna e pH da fase movel.

3.6.1.2 Seletividade

A seletividade é a capacidade de um método quantificar com exatidao o
analito na presenga de interferentes existentes na amostra. Estes interferentes
podem ser substancias quimicamente relacionadas com o analito, entre elas,

isdmeros, produtos de degradacéo, impurezas e outros (63).
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As diretrizes da Comunidade Européia (65), ANVISA (4) e INMETRO (66)
usam o termo especificidade como sin6nimo de seletividade. Paschoal utiliza a
definicdo de especificidade como o método que produz resposta para uma unica
substancia, enquanto o termo seletividade refere-se ao método que produz respostas
para varias substancias, mas que, no entanto, é capaz de distinguir umas das outras
(67).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de se
avaliar a seletividade é comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a
matriz adicionada com esta substancia (referéncia), sendo que, nesse caso, nenhum
interferente deve eluir no tempo de retengdo da substancia de interesse, que deve
estar bem separada dos demais compostos presentes na amostra (5).

A segunda maneira € através da avaliacdo com detectores modernos
(arranjo de diodos, espectrémetro de massas), que comparam 0 espectro do pico
obtido na separacao com o de uma substancia quimica de referéncia e utiliza-se isto
como uma indicacao da presenca do composto puro (5).

O método de adicao padrao também pode ser aplicado para os estudos de
seletividade, porém este método € utilizado quando nao € possivel obter a matriz
isenta da substancia de interesse. Neste caso é feita uma curva analitica com adicao
da substéncia de interesse na amostra e comparada com uma curva analitica sem a
presenga da matriz. Comparam-se entdo as duas curvas analiticas e caso elas sejam
paralelas, pode-se dizer que ndo ha interferéncia da matriz na determinacdo da

substancia de interesse, portanto o método é seletivo (5).

3.6.1.3 Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracédo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especifico Para o estudo da linearidade faz-se

necessaria a obtencdo de uma curva analitica, sendo o eixo x correspondente aos
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valores de concentracdo da amostra e o eixo y, os valores de resposta obtidos com a
variagado da concentracao (4).

De acordo com as recomendagbes da FDA - Food and Drug
Administration (68), a curva analitica deve ser construida usando amostras com o
analito para no minimo cinco nivel de concentracées, abrangendo a faixa de
concentragdo esperada. Como critérios de avaliacdo, a FDA recomenda que 0s
resultados devem ser analisados por métodos estatisticos (regressdo linear pelo
meétodo dos minimos quadrados).

A ANVISA (4) segue as recomendacoes da FDA e acrescenta que devem
ser apresentados os coeficientes linear (b) e angular (a), e que o coeficiente de
correlacdo linear (r%) deve ser igual ou superior a 0,98. A equacao da reta é definida
pela Equacéo 4.

y=ax + b (4)
onde:
a = coeficiente angular;

b = coeficiente linear.

A IUPAC (63) recomenda que os niveis de concentra¢do da curva analitica
devem ser igualmente espacgados entre si, estar sobre a faixa de concentracdo de
interesse, e abranger a faixa de 0 a 150% do valor esperado. Os padrdes analiticos

devem ser analisados no minimo em duplicata.

3.6.1.4 Precisao

A precisao é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, em condi¢cdes
experimentais definidas. Quanto mais proximos os valores experimentais obtidos
estiverem entre si, maior sera a precisao (63).

A avaliacdo da precisao € subdividida em trés etapas: repetibilidade ou

precisdo intradia (mede-se o grau de variagdo de uma série de replicatas em um
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curto intervalo de tempo), precisao intermediaria ou precisao interdia (expressa-se o
efeito das variagbes dentro do laboratério devido a analises em diferentes dias) e
reprodutibilidade (mede a precisdo do metodo quando executado em diferentes
laboratérios) (4).

A precisdo pode ser expressa como o desvio padrdao (DP) ou desvio
padrao relativo (DPR) (coeficiente de variacdo) de uma série de medidas (Equacao
5) (4).

DPR (%) = (DP x100) (5)
CMD

onde:

op o \/Z(C[ — CMD)

n—1

Ci = concentracao determinada;
CMD = concentracao média determinada;

n = numero de medi¢des.

De acordo com a ANVISA (4), o valor maximo aceitavel de DPR é variavel
com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de
matriz e a finalidade do método e n&o deve ser superior a 5%.

3.6.1.5 Exatidao

A exatiddao do método é definida pela relacdo entre o valor encontrado
pelo método e o valor aceito como verdadeiro ou de referéncia, sendo calculada pela
Equacao 6 (4).

(CMD x100)

Exatiddo (%) =
CT

onde:
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CMD = concentracao média determinada;

CT = concentracao tedrica.

A exatidao do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da seletividade (4).

3.6.1.6 Recuperacao

Avalia a eficiéncia do método de tratamento da amostra. A recuperagao do
analito pode ser estimada pelos resultados de analises em que sado adicionadas
quantidades conhecidas de uma substdncia quimicas de referéncia (adicdo de
padrao). Transferem-se aliquotas da solucao de referéncia e da amostra para um

baldo volumétrico completando-o com um solvente apropriado até o volume final

desejado.
A porcentagem de recuperacgao é determinada pela Equacgéo 7 (69).
~ (c,-¢C,)x100
R %) = —4—"a 7
ecuperagdo (%) CT (7)
onde:

Ca = concentragcao encontrada na amostra adicionada de padréao;
Cna = concentracado encontrada na amostra nao adicionada de padrao;
CT = concentracao tedrica.

Embora porcentagens de recuperacao proximas a 100% sejam desejadas,

admitem-se valores no intervalo 90— 107% desde que a recuperacao seja precisa e
exata (61).
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3.6.1.7 Limite de Deteccao (LD)

O limite de deteccéao (LD) representa a menor concentracéo do analito que
pode ser detectada, mas nado necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental. O LD pode ser calculado de trés maneiras
diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido e método baseado em
parametros da curva analitica (4, 66).

A ANVISA (4) estabelece que a estimativa do LD pode ser feita com base
na relagdo de 3 vezes o ruido da linha base. Pode ser determinado através da
equacao 8.

_(DP, x3)
IC

LD (8)

onde:
DP, = desvio padrao do intercepto com o eixo y;

IC = inclinagdo da curva analitica.

A FDA (68) ndo menciona o procedimento a ser realizado para estimar o
LD. A IUPAC (63) recomenda que se estime o LD a partir de pelo menos seis
determinagbes independentes do analito no branco ou em uma amostra contendo o
analito em uma concentracdo baixa, no entanto, distinguivel de zero ou resultado
negativo, sendo o valor de LD estabelecido pelo calculo de trés vezes a estimativa do
desvio padrdao das medidas.

Para calcular o LD, a curva analitica devera ser feita utilizando a matriz
contendo o composto de interesse na faixa de concentracdo préxima ao limite de
deteccao (5). Softwares como Microsoft Excel ou Microcal Origin podem estimar os

desvios padrao relativos e os parametros da curva.
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3.6.1.8 Limite de Quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as
condicoes experimentais estabelecidas. Este parametro é determinado pela equacao
9 (4).

_(DP, x10)

L
Q IC

(9)

onde:
DP, = desvio padrao do intercepto com o eixo y;
IC = inclinacao da curva.

O método mais utilizado para determinacdo de LD e LQ é o da relacao
sinal-ruido para técnicas analiticas em geral, porém em técnicas analiticas de
separacdo, como as cromatograficas, a medi¢cao do ruido nao é trivial, pois a curva
analitica é construida com o célculo de area de um determinado pico e ndo somente
o sinal do detector. Além disso, tanto o LD quanto o LQ podem ser afetados pelas
condi¢bes cromatograficas. Nas mesmas condi¢des de ruido, a resposta do detector
com maior sensibilidade resulta em coeficiente angular maior, e consequentemente
LD e LQ menores (5).

3.7 Estabilidade

A estabilidade é definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante o
qual a especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada
isoladamente mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de
estocagem e uso, as mesmas condi¢cdes e caracteristicas que possuia no momento

da fabricacéo (70).
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Os compostos devem ser estaveis in vitro e in vivo. Devem ser
estabelecidas as condi¢cdes 6timas de temperatura, pH e luz, pois determinardo as
condicoes de preparacdo e armazenamento. A modificacdo do composto in vivo
origina biodistribuigdo indesejavel da radioatividade em se tratando de radiofarmacos
(14).

Para avaliar a estabilidade do(s) analito(s) na matriz, as agéncias FDA
(68) e ANVISA (4) estabelecem ensaios envolvendo ciclos de congelamento/
descongelamento, em periodos de curta e longa duragéo, além de verificar também a
estabilidade do(s) analito(s) em solugdes padrao.
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4 MATERIAIS E METODOS

A fase experimental do trabalho foi realizada nos laboratérios de controle
de qualidade da Diretoria de Radiofarmacia (DIRF) no Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares (IPEN).

4.1 Materiais

4.1.1 Reagentes e solventes

Os reagentes relacionados a seguir sdo de grau analitico (P.A.) ou de grau

HPLC (High Pressure Liquid Chromatography), pureza > 99,9%:

e Acetato de aménio (CH3CO2NHy4) - Merck;

e Acetato de etila (CH3CO2C2Hs) - Merck;

e Acetona (CH3;COCHS;)- Merck;

e Acetonitrila (CH3CN) - Merck;

e Acido acético (CH3CO2H) - Merck;

e Azida de sddio (NaNs) - Riedel de Haen;

e Cloreto de aménio (NH4CI) - Merck;

e Cloreto de sodio (NaCl) - Merck;

e Cloreto estanoso diidratado (SnCl,.2H20) - Merck;

e Diidrogeno fosfato de potassio (KH2PO4) - Merck;

e Diidrogeno fosfato de tetrabutilaménio (CH3(CHyz)3)saNH2.PO4 — (PIC A) -
Waters;

e Etanol (C2HsOH) - Merck;
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e Hidréxido de sodio (NaOH) - Merck;

e Metanol (CH3OH) - Merck;

e Monoidrogeno fosfato de disddio (NazHPOy4) - Merck;

e Pentanosulfonato de sédio (CH3(CH2)4sSOsNa — (PIC B5)) — Waters;
e Pertecnetato de sodio (Na *™TcO,4) — DIRF, IPEN-CNEN/SP

e Solucdo salina (NaCl 0,9%) - DIRF, IPEN-CNEN/SP;

e Sulfato de aménio ((NH4)2S0O4) - Merck;

e Tetraidrofurano (C4HsO) — Merck.

As substancias quimicas utilizadas como referéncias foram obtidas da

Advanced Biochemical Compounds (ABX) e Sigma, com pureza > 95%.

e SAB, Sigma;
e EC, ABX;

e ECD, ABXe
e MIBI, ABX.

A solucéao de SAH 20% foi obtida da Baxter.

Os RL para marcacdo com tecnécio-99m utilizados neste trabalho foram
produzidos na DIRF, IPEN-CNEN/SP. A TAB. 2 apresenta a composi¢ao dos RL.
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TABELA 2- Composicao dos RL produzidos na DIRF.

RL Componente mg frasco™
SAH 20% 10
SAH
SnCl,.2H,0 0,04
EC 0,5
SnCl,.2H,0 0,3
EC
NagH PO4 10,0
NazPO,.12H,0" 45,0
ECD 1,0
SnCI2.2H20 0,1 25
ECD
Manitol 24.0
EDTA") 0,36
Cu[MIBI]4BF4 1,0
Citrato de sédio 1,1
MIBI
L- cisteina 5,0
Manitol 20,0

'NasPO,- Fosfato dodecaidratado de trisddio
EDTA- Acido etilenodiamino tetra-acético

4.1.2 Equipamentos

Os reagentes para preparacao das solugdes de referéncia foram pesados
em balanca analitica Shimadzu, modelo AW-220. Sistema Milli-RX 45 da Millipore foi
utilizado para obtencéo de agua purificada. As diluicdes foram realizadas em baldes
volumétricos Pyrex utilizando-se micropipetas calibradas da marca Eppendorf.
Bomba de vacuo portétil Millipore modelo WP 6111560 e membranas de filtragcdo
Millex — HV (Millipore) de didmetro 47 mm e tamanho de poro 0,22 um foram
utilizadas para filtragdo das solu¢des tampao. O pH das solugdes foi ajustado com o
auxilio de pH-metro Micronal modelo B 474.
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Para marcacdo de MIBI com *™Tc, foi utilizado banho-maria Eletrolab
modelo 101/1. Cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada de acordo com
os procedimentos operacionais padrdo — POPs da Diretoria de Radiofarmacia, IPEN-
CNEN/SP. Os ensaios de CCD para SAH-*"Tc, EC-*"Tc e Sestamibi-*"Tc foram
realizados utilizando-se silica-gel com suporte de fibra de vidro, ITLC-SG (Pall Life
Sciences). Silica-gel em suporte aluminizado, TLC-SG (Merck), foi utilizada para as
andlises de ECD-*"Tc. A concentracdo radioativa foi medida em camara de
ionizacdo da marca Capintec, modelo CRC-35R. Contador Gama marca Perkin
Elmer, modelo Cobra-D-5002 foi utilizado para a contagem de atividade (contagem

por minuto, cpm) nas fitas de CCD.

4.1.2.1 Sistema CLAE

As analises foram realizadas em equipamento de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com sistema quaternario de solventes marca Shimadzu, modelo LC-
20AT Prominence, composto por duas bombas, forno de coluna modelo CTO 20A,
sistema de controle modelo CBM 20A, degaseificador modelo DGU-20As, injetor
automatico de amostras modelo SIL-20A, e dois detectores ligados em série:
detector com arranjo de diodos (DAD) UV-visivel modelo SPD-M20A e detector de
radioatividade Bioscan modelo B-FC-3300. A aquisicdo e o tratamento dos dados

foram realizados pelo software LC Solutions®.

4.2 Métodos

4.2.1 Marcacao dos Reagentes Liofilizados

A marcagdo dos reagentes liofilizados foi feita de acordo com os
procedimentos operacionais padrdo — POPs da Diretoria de Radiofarmécia, IPEN-
CNEN/SP. A diluicdo do pertecnetato de sédio proveniente do gerador **Mo/**™Tc foi
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feita com solugéo salina (NaCl 0,9%). O volume final apés a marcagéo foi 1 mL para
o radiofarmaco de SAH, 2 mL para o radiofarmaco EC e 3 mL para os radiofarmacos
de ECD e MIBI. A concentracao radioativa de todos os radiofarmacos analisados foi
de 1,5 mCi mL" (55,0 MBq mL"). A FIG. 14 ilustra as fases de marcacdo dos
reagentes liofilizados SAH, EC, ECD e MIBI com *"Tc.

Marcacgao
|
| | | |
SAH EC ECD MIBI

| | | |

Adicao de 1 mL Adicao de 1 mL Adicéo de 1 mL Adicdo de 3 mL
de 99'“Tor:04' de 99m-|-c04- de NaCl 0,9% de 99'“To:‘;04'

[ | | |

Homogeneizagao Homogeneizagio Adigao de 1 mL Homogeneizagéo

de tampao fosfato
| 0,02 mol L' pH= 7- 8 |

Ree_agéo Reacao | Banho- maria
(30 minutos) (30 minutos) Adicao de 1 mL (95 - 100°C)
de®¥mTcO, 10 minutos

Adicao de 1 mL |
de tampao fosfato
0,05 mol L pH= 4,5

Homogenelzagao Resfriamento

| (20 minutos)
Reacao
(30 minutos)

» |Realizagdo das analises | «

FIGURA 14- Fluxograma das fases de marcacéo dos RL com *™Tc.

4.2.2 Validacao do método analitico por CLAE

As metodologias analiticas foram avaliadas segundo os parametros
definidos pela ANVISA, Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003: Guia para
validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos (4) e RDC n° 46 de 18 de maio de
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2000: Regulamento técnico para a produgdo e o controle de qualidade de
hemoderivados de origem plasmatica (apenas para as analises do SAH e SAH-
9MTc) (46).

Modificagcdes no fluxo da fase moével, volume de amostra injetada, pH da
fase mével e temperatura do forno de coluna foram realizadas no desenvolvimento
do método. A TAB. 3 apresenta as condi¢coes alteradas para a analise de matérias-
primas e radiofdrmacos. Na TAB. 4 estdo relacionadas algumas fases mdveis e

colunas utilizadas.

TABELA 3- Condicdes alteradas no desenvolvimento dos métodos.

Parametros Condicoes alteradas
Fluxo da fase mével (mL min™") 0,4;0,6;0,8;1,0;1,2e1,5
Volume de amostra (uL) 10; 20; 50; 100; 150 e 200
pH da fase movel 2,00; 2,50; 4,00; 6,00; 7,50; e 9,00
Temperatura do forno de coluna (°C) 25, 30, 40, 50, 60 e 80
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TABELA 4- Colunas e fases méveis utilizadas no desenvolvimento dos métodos.

Amostra Condicao Coluna Fase movel Ref.
Protein-Pack 300SW  Na,HPO, (0,30 mol L"), KH,PO, (0,08 mol L"),
SAH A 300 x 7,5 mm; NaCl (0,20 mol L) e NaN; (0,030 mol L") : H,0 36
10 ym (50:50, v/v)
TSKgel G3000SW Na,HPO, (0,30 mol L"), KH,PO, (0,08 mol L),
SAH B 600 x 7,5 mm; NaCl (0,20 mol L) e NaN; (0,030 mol L") : H,0 36
10 ym (50:50, v/v)
Shim-Pack VP-ODS p
Na,HPO, (0,05 mol L"): C,HsOH
EC C 150 x 4,6 mm; 28
(80:20, v/v)
5 um
Shim-Pack VP-ODS
PIC B5 0,2°/o: CQHsOH
EC D 150 x 4,6 mm; 28
(80:20, v/v)
5 um
Shim-Pack VP-ODS
PIC A 0,2°/o: CQHsOH
EC E 150 x 4,6 mm; 28
(80:20, v/v)
5 um
Shim-Pack VP-ODS PIC A 0,2%: C,HsOH
EC/ECD F 250 x 4,6 mm; Gradiente linear: 28
5 um 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica
Shim-Pack VP-ODS Na,HPO, (0,0125 mol L™"): C,HsOH
EC/ECD G 250 x 4,6 mm; Gradiente linear: 28
5 um 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica
Shim-Pack VP-ODS CH5CN, (NH,).SO, (0,05 mol L),
MIBI H 150 x 4,6 mm; CH3OH 36
5um 20:35:45 (v/v)

A seletividade do método foi avaliada comparando a matriz isenta de

substancia e a matriz adicionada da substancia de referéncia (spike). *™TcO, foi

preparado pela adicdo de *™TcO,4 (40 MBq mL™") & solucdo de cloreto estanoso em

pH 8,0, de acordo com Tsopelas (10). A hidrélise alcalina do complexo ECD-*"Tc foi
realizada misturando-se 3 mL de ECD-*"Tc (30 MBq) e 1 mL de NaOH 1 mol L.
Ap6s 15 minutos, adicionou-se HCI 1 mol L™ para ajustar o pH a 7,00, de acordo com

Araujo (29).
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Para o método de SAH, a seletividade foi avaliada analisando-se os
espectros registrados pelo detector DAD (para uma faixa de comprimento de onda)
em um determinado pico (pureza de pico).

As solucbes estoques foram preparadas individualmente pela dissolugcao
das substancias de referéncia com agua purificada, em baldes volumétricos de 10
mL. Para as amostras de EC, a dissolucéo foi feita ajustando-se a acidez da solucao
a pH 9,00, com NaOH 0,10 mol L. Os RL também foram analisados apés dissolucdo
semelhante as realizadas para as substancias de referéncias. Todas as solucoes
foram filtradas e analisadas em ftriplicata.

As faixas de concentragdo das solugdes de referéncia foram: zero, 2, 5,
10, 15 e 20 mg mL™" para SAH; zero, 100, 200, 300, 400 e 500 ug mL™" para EC, ECD
e MIBI.

A linearidade do método foi avaliada estabelecendo-se correlagédo linear
entre as concentracdes das substancias quimicas de referéncia, considerada variavel
independente (x), e as absorbancias de pico médias, variavel dependente (y)
(Equacdo 4 do item 3.6.1.3). Pela regressédo linear na faixa de concentracdo
estudada, utilizando-se o programa Origin, foram calculados os coeficientes de
correlacdo (r?).

A precisao foi avaliada pelo célculo de desvio padrao relativo (Equacao 5,
item 3.6.1.4) de seis concentracdes diferentes, em trés repeticoes. Avaliou-se a
repetibilidade e a precisao intermediaria.

O parametro exatiddo foi avaliado pela andlise de amostras em
concentragbes baixa, média e alta (triplicatas) e seu valor expresso segundo a
Equacao 6, item 3.6.1.5.

Ensaios de recuperacao foram utilizados para averiguacao da precisao e
exatiddo do método. A recuperacéao foi avaliada para os RL (SAH, EC e ECD).
Inicialmente, as amostras de RL foram analisadas utilizando-se o método proposto.
Separadamente, solucdes de referéncias de SAH (2,5; 5,0 e 10 mg mL™"), EC e ECD
(50; 100 e 150 ug mL™") foram adicionadas a balées contendo as amostras de RL.

Foram feitas trés determinacbes para cada concentracdo e calculadas as
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porcentagens de recuperacao (% Recuperacdo), conforme Equacdo 7 (secao
3.6.1.6).

Para o calculo de LD e do LQ, foram utilizadas as Equacdes 8 e 9 (secoes
3.6.1.7 e 3.6.1.8), respectivamente. O desvio padrao (DP) do intercepto com o eixo y
(coeficiente de correlagao linear, b) de trés curvas analiticas foi calculado para cada
substancia de referéncia dos RL.

A estabilidade foi avaliada pela determinacdo da pureza radioquimica
(PRq) trés meses apds a data de fabricagdo dos RL. Durante o periodo, os RL foram
mantidos em temperatura de 2 a 8 °C. A PRq foi avaliada por CLAE e CCD. Para
MIBI, utilizou-se CLAE, CCD e CP.

4.2.3 Analise de pureza radioquimica por CCD

A pureza radioquimica do produto marcado foi avaliada por CCD para
comparacao com os resultados obtidos pelo método CLAE. Aliquota de 5 uL foi
aplicada na origem da fita e esta foi colocada verticalmente em uma cuba de vidro
contendo a fase movel especifica para cada radiofarmaco. As fases méveis e os
fatores de retardamento (R;) das impurezas sao relacionados na TAB. 5.
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TABELA 5- Parametros para controle radioquimico em RL marcados com *"Tc

Produto Fase mével Rt *™TcO, Fase mével Ri ™ TcO,
SAH CH5OH 85% 1,0
CH;COOH
EC CH5COCH; P.A. 1,0 ) 0,0
0,5 mol L
ECD NaCl 20% 1,0 CH5COCH; P.A. 0,0
C4HsO P.A.:
CH;COONH, 0,5 mol L': “'CH,CN P.A:
MIBI CH;OH P A - 1,0 CH3COOH 0,5mol L': 0,0
CH4CN P.A. NaCl 0,3 mol L

(10: 20: 30: 40, v/v)

ApGs a separacao cromatografica, as fitas foram cortadas em segmentos
de 1 cm e a radioatividade contada em contador gama. As impurezas foram
estimadas pelas Equacbes 1 e 2 (item 3.5.2) e a pureza radioquimica obtida pela
Equacao 3 do item 3.5.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as andlises das matérias-primas (SAH, EC, ECD e MIBI) e dos
radiofarmacos (SAH-*"Tc, EC-*"Tc, ECD-*"Tc e Sestamibi-*"Tc) por CLAE,
foram avaliados alguns métodos para separacao, identificacdo e quantificacdo dos

compostos de interesse.

5.3 Otimizacdo das condigcdes de analise por CLAE para SAH e SAH-*"Tc

A otimizacdo das condigdes operacionais do equipamento € essencial
para o desenvolvimento e validacdo de uma metodologia analitica. Utilizando-se
solucdo de referéncia de SAH, foi feita a variacdo dos parametros de analise,
conforme TAB. 3. A coluna cromatografica e a fase mével utilizada estdo descritas na
condicao A (TAB. 4- pagina 44). Selecionou-se o comprimento de onda de 280 nm
nos estudos com o SAH por se tratar de proteina.

As FIG. 15A e 15B apresentam os cromatogramas das solugdes de
referéncia de SAH de concentragdo 10 mg mL™" (mondmero representado pelo pico
de maior absorbancia).

O efeito da variacao do fluxo da fase mével na absorbancia (280 nm) e na
largura do pico a meia altura de SAH esta apresentado nas FIG. 16A e 16B,

respectivamente.

48



1204 (A) Fluxo da fase mével (mL min™)
04
] —0,6
_. 100+ —08
< 3
S |
"-’2 80+
. |
c 60
c
«© ]
<
S 40
o
< 4
204
0+ ————S——
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de Retencao (min)
1204 (B) Fluxo da fase mével (mL min”)
] 1,0
100 N 2
2 — 1 ,5
S |
"-’9_ 80
E |
© 604
c
«©
<
g 40-
9
<
20
0 - T T T T T

0 5 10 15 | 20

Tempo de Retencao (min)
FIGURA 15- Cromatogramas de SAH 10 mg mL™' com a variacdo de fluxo da fase
moével. (A) Fluxos 0,4; 0,6 e 0,8 mL min”. (B) Fluxos 1,0; 1,2 e 1,5 mL min™.
Condicao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo isocratico e
fase movel constituida de NaaHPO4, KH2PO4, NaCl, NaNs: H20 (50:50, v/v). Volume

de amostra: 20 uL, pH da fase mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 16- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (280 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de SAH. Condigéo A: coluna Protein-Pack 300SW (300

x 7,5 mm; 10 ym), modo isocratico e fase mével constituida de NagHPO4, KH2POy,
NaCl, NaNs: H20 (50:50, v/v). Volume de amostra: 20 uL, pH da fase moével: 7,50 e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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A variacao do fluxo da fase mével permitiu otimizar o tempo de andlise
(FIG. 15A e 15B). Com um fluxo de 0,4 mL min™', o tempo total de anélise foi de 40
minutos. Ao aumentar o fluxo até 1,0 mL min™', o tempo de analise reduziu & metade
(20 minutos). Para fluxo de 1,5 mL min”, observou-se a eluicdo dos analitos em
apenas 10 minutos, porém a separacao foi afetada e picos com tempo de retengao
menores que trés minutos ndo foram observados.

Na FIG. 16A foi observado que fluxo superior ou igual a 1,0 mL min
reduziu a absorbancia em cerca de 6%. Alargamento de pico ocorreu para fluxo
baixo (0,4 e 0,6 mL min”); para valores mais elevados (1,0; 1,2 e 1,5 mL min), o
pico referente ao SAH ficou simétrico e mais estreito em 55% (FIG. 16B). O fluxo de
1,0 mL min™ foi escolhido para a realizagdo das anélises de SAH.

O efeito da variagdo do volume de amostra injetada no cromatograma de
SAH esté representado na FIG 17. Nas FIG. 18A e 18B estdo apresentados o efeito
da variagdo de volume de amostra na absorbancia (280 nm) e na largura do pico a
meia altura, respectivamente.
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FIGURA 17- Cromatogramas de SAH 10 mg mL" com a variagdo de volume de
amostra. Condicdo A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym), modo
isocratico e fase movel constituida de NaHPO,, KH;PO4, NaCl, NaNs: H0
(50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 0,6 mL min”', pH da fase mével: 7,50 e temperatura
do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 18- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (280 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de SAH. Condigéo A: coluna Protein-Pack 300SW (300
x 7,5 mm; 10 ym), modo isocratico e fase mével constituida de NagHPO4, KH2POy,
NaCl, NaNs: Hz0 (50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 0,6 mL min”, pH da fase mével:

7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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A variacdo do volume de amostra injetada (FIG. 17) ndo provocou
mudancas significativas no perfil cromatografico, exceto para o volume de 200 pL
que resultou em alargamento do pico em 22,50 minutos, que perdeu resolugdo. A
variacdo da absorbancia de SAH 10 mg mL™" (FIG. 18A) com volume de injecéo foi
linear. Foi observado alargamento no pico de 23% para volume superior a 150 pL
(FIG.18B). Foi escolhido volume de injecao de 100 uL para as andlises de SAH por
apresentar maior sensibilidade comparado aos volumes 10, 20 e 50 uL (FIG. 18A) e
por estar numa regido de pouca variagcao quanto a largura do pico a meia altura (FIG
18B). Volume de 100 uL tem sido usado por alguns autores (71, 72) em analises de
SAH por cromatografia por exclusao de tamanho.

As FIG. 19A, 19B e 20 mostram o efeito do pH da fase mével na robustez
do método.
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FIGURA 19- Cromatogramas de SAH 10 mg mL" com a variacdo de pH da fase
movel. (A) pH: 2,00; 2,50 e 4,00. (B) pH 6,00; 7,50; e 9,00. Condicdo A: coluna
Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 pm), modo isocratico e fase mével
constituida de NazHPO4, KH2PO4, NaCl, NaNs: H20 (50:50, v/v). Fluxo da fase mével:

1,0 mL min™', volume de amostra: 100 uL e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 20- Efeito do pH da fase mével na absorbéancia (280 nm) de SAH. Condicao
A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo isocratico e fase movel
constituida de NaHPO,, KH2PO4, NaCl, NaNs: H»0 (50:50, v/v). Fluxo da fase
mével: 1,0 mL min™, volume de amostra: 100 uL e temperatura do forno de coluna:
25 °C.

A variacdo da acidez da fase moével demonstrou que em pH 2,00 e 2,50
(FIG. 19A) houve supressdo em 15% na absorbancia referente ao SAH (7,58
minutos) comparada ao observado em pH 7,50, ocorrendo perda de resolugdo dos
picos em 4,35 e 6,51 minutos e aumento da instabilidade da linha base. Em pH 6,00;
7,50; e 9,00 (FIG. 19B, 20) ndo foi observada mudanca significativa no perfil
cromatografico. Fase mével em pH 7,50 demonstrou ser a melhor condigdo para
andlise de SAH.

Nas FIG. 21A e 21B estdo apresentados os cromatogramas de 10 mg mL"
de SAH, ao variar-se a temperatura do forno de coluna. A FIG. 21C apresenta o

efeito da temperatura do forno de coluna na absorbancia (280 nm) de SAH.

55



Absorbancia . 10° (UA)

Absorbancia . 10° (UA)

10° (UA)

Absorbancia .

600

500 -
400;
300;
200;

100

Ja)

Temperatura do forno (°C)

25
—30
40

10

15

20

600

500

400

300 -

200

100

(B)

5

10
Tempo de Retencao (min)

50
—60
—80

ﬂ Temperatura do forno (°C)

15

20

600

500+

400+

300

©

200

*o—6©

o 9

20

30

40

50

60

Temperatura (°C)

FIGURA 21- Cromatogramas de SAH 10 mg mL™ com a variacdo da temperatura do
forno de coluna. (A) Temperaturas 25, 30 e 40 °C. (B) Temperaturas 50, 60 e 80 °C.
(C) Efeito da temperatura do forno de coluna na absorbancia (280 nm) de SAH.
Condicao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo isocratico e
fase mével constituida de NaaHPO4, KH2PO4, NaCl, NaNs: H20 (50:50, v/v). Fluxo da

fase mével: 1,0 mL min™', volume de amostra: 100 uL e pH da fase mével: 7,50.
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Observou-se alargamento de banda e aparecimento de picos secundarios
com baixa resolugdo em temperatura de 80 °C; em 50 °C e 60 °C ocorreram perda de
resolucado no pico com tempo de retencao de 12,5 minutos (FIG. 21B). A absorbancia
nao variou significativamente nas analises entre 25 a 50 °C (FIG. 21A e 21C).

Snyder (57) descreveu em seu livro que um aumento de 1 °C na
temperatura da coluna pode diminuir a retencéo de alguns analitos por 1 a 2%. Essa
mudanca no fator de retencao (k) também pode resultar em mudancas na separacao.
Para o SAH, foi observada mudanca de até 1,83% no tempo de retengédo ao variar a
temperatura de 25 a 40 °C. Variagdo de 55 °C (25 — 80 °C) diminuiu o tempo de
retencdo do SAH em 5,51%, com reducdo da absorbancia (FIG. 21C) e do fator de
separacao (o), alterando a resolucao dos picos. Efeito mais pronunciado ocorreu nos
analitos que eluem apés 10 minutos, com diminuicao de até 12,20% no tempo de
retengao.

O SAH é uma proteina. As proteinas sdo macromeléculas contendo um
namero elevado de aminoacidos. Estes estdo ligados linearmente formando a
estrutura primaria e por estabelecerem outras ligacées mais fracas entre as cadeias
laterais originam estruturas secundarias e terciarias. Essas estruturas séo mantidas
por interacdes fracas e por isso sao facilmente quebradas quando expostas ao calor
ou acidos ocasionando a perda da estrutura tridimensional o que se chama
desnaturacdo. Portanto, a mudanca do perfil cromatografico para temperaturas
elevadas pode estar relacionada ao processo de desnaturagdo, com formacao de
agregados de peso molecular maior (73).

Variacdo de coluna cromatografica na analise de SAH foi realizada na
condicao B da TAB. 4 (pagina 44). A FIG. 22 apresenta o cromatograma de SAH em

coluna de 300 mm (condigédo A) e 600 mm (condigéo B).
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FIGURA 22- Cromatogramas de SAH 10 mg mL™' com a variagdo do comprimento da
coluna. Condigdo A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym), modo
isocratico e fase movel constituida de NazHPO4, KH2PO4, NaCl, NaNs: H20 (50:50,
v/v). Condicédo B: coluna TSKgel G3000SW (600 x 7,5 mm; 10 um), fase mével da
condicdo A. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”, volume de amostra: 100 uL e pH da

fase movel: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

O aumento no comprimento da coluna resultou em tempo maior de eluicao
de SAH (29,37 minutos). Picos em 4,35 e 6,53 minutos perderam resolucao e foram
coeluidos (27,38 minutos) ao trocar a coluna de 300 mm para 600 mm de
comprimento. Pico em 12,45 minutos perdeu resolugdo apresentando-se em menor
intensidade na coluna de 600 mm (37,49 minutos).

A coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym) apresentou melhor
separacao entre os analitos e foi utilizada para as analises de SAH.

O método desenvolvido, apés a otimizacdo das condicbes de analise,
demonstrou-se adequado para andlise de SAH em RL e SAH-*"Tc¢, obtendo-se

separacao dos picos de interesse e outros componentes da amostra.
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5.4 Validacdao do método analitico para SAH e SAH-*"Tc

5.2.1 Cromatogramas

A TAB. 6 apresenta as condigdes selecionadas para as andlises das
matérias-primas de SAH, RL de SAH e SAH marcado com *"Tc.

TABELA 6- Parametros otimizados para anélise de SAH e SAH-*"Tc.

Parametro Condicao
Coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym)
Modo de anaélise Isocratico
Tempo de anélise 10 minutos
Fase mével NazHPO., KH2.PO4,NaCl e NaN3: H20
(50:50, v/v)
Fluxo da fase mével 1,0 mL min™
pH da fase movel 7,50
Volume de amostra injetada 100 uL
Temperatura do forno de coluna 25 °C

Os cromatogramas de SAH e RL de SAH estédo apresentados na FIG. 23A
e 23B, respectivamente. Os espectros de absorcdo de UV-Vis da SAH 10 mg mL' e

RL de SAH no intervalo de 230 a 400 nm estao apresentados na FIG. 24.
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FIGURA 23- (A) Cromatograma de SAH 10 mg mL™". (B) Cromatograma de RL de
SAH. Condicdo A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 um), modo
isocratico e fase movel constituida de NazHPO4, KH2PO4, NaCl, NaN3: H20 (50:50,
v/v). Fluxo da fase moével: 1,0 mL min™', volume de amostra: 100 uL, pH da fase

mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 24- Espectros de UV-Visivel de SAH 10 mg mL" e RL de SAH. Absorcéo
em 280 nm. Condicao A: coluna Protein-Pack 300SW (300 x 7,5 mm; 10 ym), modo
isocratico e fase movel constituida de NazHPO4, KH2PO4, NaCl, NaN3: H20 (50:50,
v/v). Fluxo da fase moével: 1,0 mL min™', volume de amostra: 100 uL, pH da fase

movel: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

A TAB. 7 apresenta os tempos de retencao correspondentes aos analitos.
Foi utilizada solucdo de SAB (soro albumina bovina) para determinagcéo do tempo de
retencado referente ao monémero de massa molecular 69 kDa e ao dimero (138 kDa).

TABELA 7- Tempos de retencédo dos analitos nos cromatogramas de SAH.

Tempo de Retencao (minutos)

Amostra
Monémero Dimero Agregados Estabilizante
SAH 7,58 4,35 6,51 12,45
RL de SAH 7,53 4,32 6,53 12,48
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Pode-se observar pela TAB. 7 que o tempo de retencdo dos analitos na
solucdo de referéncia e no RL sao préximos. O agente estabilizante (triptofana) de
baixa massa molecular eluiu em 12,45 minutos.

A distribuicdo molecular encontrada para o SAH referéncia foi de 91,86%
de mondmeros, 5,93% de dimero e 2,21% de agregados. Em um lote de RL SAH
analisado, foram encontrados 86,52% de mondémeros, 9,09% de dimero e 4,38% de
agregados.

Segundo o método de analise para SAH recomendado pela ANVISA (46),
a area correspondente ao mondémero e dimero nao deve ser inferior a 95% do total,
enquanto que polimeros e agregados ndo devem ultrapassar 5% da area total.
Portanto, o resultado de % de SAH e agregados no RL atende as especifica¢oes.

Tanaka e colaboradores (74) constataram aumento na porcentagem de
dimeros nas solugdes de SAH 20% (0,7% para 1,8%) e uma queda na concentracao
de mondmero (99,0% para 98,2%) apds dois anos de estocagem. Sviridov e
colaboradores (75) também observaram a presenca de dimeros e agregados em
estudos para quantificar albumina em amostra de urina de pacientes sadios e
diabéticos.

O cromatograma do SAH-**"Tc é apresentado na FIG. 25. Os analitos
encontrados e seus respectivos tempos de retencéo estao relacionados na TAB. 8.
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FIGURA 25- Cromatograma de SAH-""Tc. Concentragao radioativa: 55,0 MBq mL™".
Identificacdo dos analitos na TAB. 8. Condi¢gdo A: coluna Protein-Pack 300SW
(300 x 7,5 mm; 10 ym), modo isocratico e fase moével constituida de NasHPOu,
KH2PO., NaCl, NaNs: H20 (50:50, v/v). Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™', volume de

amostra: 100 pL, pH da fase movel: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

TABELA 8- Identificagdo dos analitos observados no cromatograma de SAH-**"Tc.

Pico Analito Tempo de retencao (minutos)
(a) Poli MM alta " 8,71

(b) Dimero SAH-*"Tc 9,25

(c) SAH poli-I 11,44

(d) SAH poli-1 12,58

() Monémero SAH-*"Tc 14,48

(f) Sn-*"Tc 15,21

(9) ®MTcOy 18,91

) MM: massa molecular
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O analito representado por (a) corresponde aos compostos de massa
molecular alta, superior ao dimero de SAH-*"Tc, representado por (b). Os
componentes de alta massa molecular podem representar globulinas contaminantes
de albumina ou os polimeros de albumina (76). Os analitos (c) e (d) representam
agregados de massa molecular intermediaria entre o dimero e o monémero de SAH
marcado com *™Tc (e). Estanho coloidal (Sn-**"Tc) foi identificado pela injecdo do
RL de Sn e comparacao com o tempo de retencdo. O pico (g) foi identificado pela
adicdo de Na*®™TcO,.

As analises por CLAE mostraram eficiéncia de marcagdo média da SAH-
9MTc de (97,28 + 0,09)%. Este método mostrou-se importante para aplicacdo no
controle de qualidade, na determinagdo da pureza radioquimica, pela rapidez e
capacidade em determinar as formas poliméricas que estdo sendo marcadas,
juntamente com o produto principal. Assim, a pureza radioquimica determinada por
CLAE é referente apenas ao monémero marcado com tecnécio-99m. O tempo de
andlise por CLAE é inferior a outras técnicas.

Comparou-se o metodo por CLAE com o método por CCD, para
determinacéo de pureza radioquimica em SAH marcado com tecnécio-99m, descrito
na Farmacopéia Européia (37). O método CCD apenas exclui a porcentagem de
impureza ®™TcOy, e o resultado de pureza radioquimica é a soma de todas as
formas poliméricas marcadas. A pureza radioquimica de SAH-*"Tc foi (98,14 +
0,20)% e (98,06 + 0,22)% para CLAE e (99,95 £ 0,02)% e (99,96 £ 0,02)% para CCD,
apos 30 e 240 minutos de marcacao, respectivamente. A diferenga entre os métodos
foi 1,90%.

Muller (23) realizou estudos comparativos entre CLAE e cromatografia em
coluna para RL de SAH-*"Tc. Trés fragées, poli-I, poli-1l e poli-lll, foram detectadas
somente por CLAE. Estas fragcdes de massa molecular maiores que o0 monémero de
SAH podem ser, segundo Vallabhajosula (76), resultado da dimerizacdo e
polimerizacao da albumina.

Verbeke e colaboradores (55) estudaram um método alternativo para
anélise de SAH-*"Tc. Substituiram a coluna cromatografica por uma FPLC (Fast

Protein Liquid Chromatography), e puderam observar que *™TcO4 ndo eluiu da
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coluna FPLC, enquanto na coluna de CLAE a eluicdo da impureza ocorreu com
tempo de reteng&o de 25 minutos.

5.3.2 Parametros de validacao

Para avaliar a seletividade do método, em 3 pontos diferentes do pico
(inicio, topo e fim) referente ao SAH (FIG. 23), foram avaliados os espectros
registrados pelo detector DAD. Os espectros se sobrepuseram, demonstrando a
pureza dos picos (superior a 98,99%) e confirmando a seletividade do método. Nao
foi verificada a presenca de interferentes que pudessem comprometer a
quantificagdo do monémero de SAH por eluir na regido de interesse.

Os graficos de 3 curvas analiticas de SAH (experimentos 1, 2, 3) estao
representados na FIG. 26.
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FIGURA 26- Curvas analiticas de SAH na faixa de concentracdo 0- 20 mg mL"
(A= 280 nm).
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O método mostrou-se linear no intervalo de concentragdo de 0— 20 mg mL"
(FIG. 26). A curva analitica pode ser representada pela equacédo Abs = a [SAH] + b,
onde os valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e coeficiente de
correlacdo (r®) estdo apresentados na TAB. 9.

TABELA 9- Parametros das curvas analiticas para o SAH.

Experimento n a b r?
1 6 0,0523 0,0039 0,9998
0,0512 0,0040 0,9995
0,0526 0,0041 0,9996

n: nimero de amostra; a: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r*: coeficiente de correlaggo.

Observou-se que o coeficiente de correlacdo (r?) de todos os experimentos
foi no minimo igual a 0,999, superior ao critério minimo aceitavel pela ANVISA (4) (r?
= 0,99), indicando baixa dispersao dos dados experimentais.

Os resultados dos ensaios de precisdao do método (expresso como DPR) e
exatidao intradia para os experimentos 1, 2 e 3 estdo apresentados nas TAB. 10, 11
e 12, respectivamente.

TABELA 10- Precisédo (DPR) e exatidao intradia de SAH no experimento 1.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(mg mL") (mg mL") (%) (%)
2 2,13 £0,02 0,94 106,50
5 4,98 + 0,01 0,20 99,60
10 10,21 £ 0,12 1,18 102,10
15 15,15+ 0,21 1,39 101,00
20 20,57 £ 0,05 0,23 102,85
CT: Concentracéo teérica CMD: concentracdao média determinada
DP: desvio-padrao DPR: desvio-padréo relativo
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TABELA 11- Precisédo (DPR) e exatidao intradia de SAH no experimento 2.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(mg mL™) (mg mL™) (%) (%)
2 1,97 £ 0,02 1,02 98,50
5 5,07 £0,03 0,59 101,40
10 10,09 £ 0,13 1,29 100,90
15 15,29 £ 0,23 1,50 101,93
20 20,31 £0,03 0,15 101,55
CT: Concentragao tedrica CMD: concentragdo média determinada
DP: desvio-padrao DPR: desvio-padréo relativo

TABELA 12- Precisédo (DPR) e exatidao intradia de SAH no experimento 3.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(mg mL") (mg mL") (%) (%)
2 2,09 £0,10 4,78 104,50
5 4,95 + 0,23 4,65 99,00
10 10,19 £ 0,09 0,88 101,90
15 15,29 £ 0,19 1,24 101,93
20 20,26 £ 0,09 0,44 101,30
CT: Concentracao tedrica CMD: concentragao média determinada
DP: desvio-padrao DPR: desvio-padréo relativo

As curvas analiticas de quantificacdo de SAH apresentaram precisao
intradia entre 0,15 e 4,78%. Os valores de precisdo expressos como DPR (TAB. 10,
11 e 12) estdo dentro dos critérios aceitaveis (DPR < 5%) (4). A exatidao obtida
situa-se no intervalo de 98,50 a 106,50%.

Os resultados do ensaio de precisdo e exatidao interdia do método estao

apresentados na TAB. 13.
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TABELA 13- Precisao (DPR) e exatidao interdia de SAH.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(mg mL™) (mg mL™) (%) (%)
2 1,96 £ 0,07 3,57 98,00
5 5,01 £0,17 3,39 100,20
10 10,16 £ 0,34 3,35 101,60
15 15,04 £ 0,13 0,86 102,27
20 20,38 £ 0,17 0,83 101,90
CT: Concentragao tedrica CMD: concentragdo média determinada
DP: desvio-padrao DPR: desvio-padréo relativo

Os resultados na TAB. 13 mostraram que a precisdao intermediaria
(interdia) variou entre 0,83 e 3,57%. Os valores de exatiddo obtidos estdo no
intervalo 98,00- 102,27%. Valores de precisdo superiores a 3% foram obtidos para
concentragbes baixas, indicando maior dispersdo dos resultados, quando
comparados as concentragées mais elevadas e com os resultados das analises
realizadas no mesmo dia (intradia).

O valor encontrado para SAH no RL foi de 8,95 mg. A diferenca observada
em relacdo ao descrito na bula (10,00 mg) pode ser atribuida a marcacao de
agregados de massa molecular intermediaria entre a forma monomérica de SAH e o
dimero.

Os dados da recuperacdo das solucdes referéncia adicionadas as
amostras de RL de SAH pelo método CLAE podem ser observados na TAB. 14.
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TABELA 14- % Recuperacdo em amostras de RL de SAH.

SAH adicionado Recuperacao Recuperacao DPR
(mg mL") (mg mL™)" (%) (%)
2,50 2,36 94,40 4,71

5,00 4,91 98,20 4,03

10,00 9,94 99,40 3,54

(*) Média de triplicata em cada nivel

Os valores de recuperagao variaram de 94,40 a 99,40 % com DPR entre
3,54 ¢ 4,71%.

O limite de deteccdo (LD) calculado foi de 5,77 ug mL" e limite de
quantificacao (LQ) foi de 19,23 pg mL". Os resultados mostraram que o método é
sensivel em detectar e quantificar SAH, cuja concentracao seja igual ou superior a
5,77 ugmL" e 19,23 ng mL™", respectivamente.

A estabilidade foi analisada através do célculo de pureza radioquimica do
SAH-**"Tc apds trés e seis meses da data de fabricacdo do RL. Os resultados de
pureza radioquimica obtidos pelo método CLAE e CCD (tempo de reagdo de 30
minutos) estdo apresentados na TAB. 15.

TABELA 15- %Pureza radioquimica de SAH-**"Tc determinadas nos estudos de

estabilidade.

(PRq = DP)%

Método
Data da fabricacao 3 meses 6 meses
CLAE 98,14 £ 0,20 97,02 £ 0,14 96,98 + 0,20
CcCDh 99,95 + 0,02 99,34 + 0,11 99,05 +0,16
PRq: pureza radioquimica DP: desvio padrao

A pureza radioquimica de SAH-*"Tc (TAB. 15) em ambos os métodos sdo

superiores a 96%.
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Diferenca maxima de 2,32% foi observada entre o método CLAE e CCD
apos trés meses de fabricacédo. A pureza radioquimica pelo método CCD né&o variou
no periodo analisado. Isso pode ser atribuido ao fato do método CCD néo identificar
a presenca de formas poliméricas. A pureza radioquimica determinada pelo método
CLAE variou em 1,16%, durante o periodo avaliado. A variagao pode ser atribuida ao
aumento na porcentagem de dimero (9,09% para 9,16%), 0,07 durante o periodo de
estudo. Girard e colaboradores (72) observaram em seus estudos com SAH que as

condi¢bes de armazenamento podem favorecer a polimerizacao.

5.5 Otimizacdo das condigcdes de analise por CLAE para EC e EC-*"Tc

Para a determinacédo simultdnea e validacdo do método analitico de EC-
9MTe, ¥MTcO, e *™TcO,4 por CLAE em radiofarmacos, as condicées C, D, E, F e G
da TAB. 4. (pagina 44) foram avaliadas.

Nas FIG. 27 e 28 sdo apresentados os cromatogramas de EC-*"Tc e as
impurezas *"TcO; e *™TcOy, adicionadas no EC-*"Tc, nas condigées C e D,

respectivamente.
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FIGURA 27- Cromatogramas de EC-**"Tc, EC-*™Tc adicionado de *™TcO, e EC-
9MT¢ adicionado de *™TcO4 . Concentragéo radioativa: 55,0 MBg mL™'. Condicéo C:
coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 pum); fase mével: Na,HPO,
(0,05 mol L, pH 2,50): C.HsOH, (80:20 v/v). Fluxo de 0,4 mL min™'; volume de
amostra: 20 uL; temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 28- Cromatogramas de EC-**"Tc, EC-*™Tc adicionado de *™TcO, e EC-
9MT¢ adicionado de ®™TcO4 . Concentracéo radioativa: 55,0 MBq mL™'. Condic&o D:
coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: PIC B5 0,2%:
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C2HsOH, (80:20, v/v). Fluxo de 0,4 mL min™'; volume de amostra: 20 uL; temperatura
do forno de coluna: 25 °C.

Observou-se que ao se adicionar " TcO, (spike) em EC-*"Tc néo houve
separacdo do produto marcado e da impureza *"TcO4 na condi¢do C, ocorrendo
coeluicdo em tempo de retencdo de 4,95 minutos (FIG. 27). A impureza *™TcO.
apareceu em 3,13 minutos, ndo interagindo com a fase estacionaria da coluna, pois
para as condigbes avaliadas, o tempo morto (ty = (nr?C/ 2) x fluxo; onde r= raio
interno da coluna; C= comprimento da coluna; fluxo da fase mével) (52) — tempo de
eluicdo de um analito n&o retido - é de 3,11 minutos.

Na condicdo D foram observados resultados similares, porém houve um
decréscimo de aproximadamente 30% do tempo de retencdo de EC-*"Tc e de
¥MTcOy4 e de 5% para ®™TcO,, com menor resolucéo entre os picos (FIG. 28).

Segundo Bidlingmeyer e colaboradores (58), a reducdo do tempo de
retencdo pode ser explicada pela presenca do reagente de interacdo ibnica
pentanosulfonato de sdédio (PIC B5) na fase moével. O PIC B5, carregado
negativamente, é adsorvido na fase estacionaria e cria uma camada de ions
carregados negativamente na superficie da fase reversa (camada primaria). fons
carregados positivamente (contra-ion sédio Na*) formam uma segunda camada
ibnica (camada secundaria). Com a passagem do eluente contendo os analitos da
amostra os fons carregados negativamente (EC-*"Tc e *™TcOy4) tendem a sofrer
repulsdo eletrostatica da camada primaria de maneira que sao eluidos rapidamente
pela fase movel.

Bidlingmeyer e colaboradores (58) observaram o comportamento de
moléculas neutras diante da presenca de reagente de interacao i6bnica. Homoélogos
neutros nao tiveram os tempos de retencdo modificados em andlises com a utilizacao
de octanosulfonato de soédio (PIC B8) na fase mdével, quando comparados com
andlises na auséncia desse reagente.

9MTcO, foi eluido em 2,99 minutos, implicando em tempo de retengédo
menor que o tu, 0 que sugere diminuicdo do ty da coluna. Bidlingmeyer e

colaboradores (58) verificaram que a adsorcdo do reagente de interacao ib6nica na
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fase estacionaria aumenta ligeiramente o volume desta e assim acarreta em
diminui¢do do tu da coluna.

Nas FIG. 29, 30 e 31 estdo apresentados os cromatogramas do EC-**"Tc
e das impurezas ®™TcO; e *™TcOy4 adicionadas ao EC-*"Tc nas condigées E, F e

G, respectivamente.
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FIGURA 29- Cromatogramas do EC-**"Tc¢, EC-**"Tc adicionado de %°™TcO; e
EC-*"Tc¢ adicionado de *™TcO4 . Concentragéo radioativa: 55,0 MBq mL™'. Condigéo
E: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um); fase mével PIC A 0,2%:
C2HsOH, (80:20, v/v). Fluxo de 0,4 mL min™'; volume de amostra: 20 uL; temperatura

do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 30- (A) Cromatogramas do EC-*"Tc, EC-*"Tc adicionado de *™TcO; e
EC-*"Tc¢ adicionado de *™TcO4 . (B) Ampliacdo do intervalo de 15 — 20 minutos.
Concentragdo radioativa: 55,0 MBg mL". Condicdo F: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 uym); fase mével: PIC A 0,2%: CoHsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Fluxo de 1,0 mL min™"; volume de amostra: 20 pL;

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 31- Cromatogramas do EC-*"Tc, EC-®*"Tc adicionado de *™TcO; e
EC-*"Tc¢ adicionado de *™TcO4 . Concentragéo radioativa: 55,0 MBq mL™'. Condigéo
G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO, (0,0125
mol L', pH 2,50): CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo de 1,0 mL min™"; volume de amostra: 10 pL; temperatura do forno de

coluna: 25 °C.

Na FIG. 29 pode-se observar que houve aumento na retencdo de EC-
¥"Te e ¥™TcO,, comparado as condicdes C e D, porém com separagdo entre

ambos picos de aproximadamente 4%, o que equivale a uma resolucao de 0,21
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(resolucao = (2 ty - tra)/ Wa + Wg; onde t,= tempo de retencéo; w= largura do pico) (52)
desejavel: >1,5) e sobreposicdo de 60%. O efeito do pareador ibnico na fase mével
afetou ambas as espécies e ndo interferiu na retencdo de *™TcO,. Esta condicdo
(analise no modo isocratico) ndao foi adequada para separar os componentes da
amostra.

Anadlises no modo gradiente linear, mantendo-se a mesma fase mével
(FIG. 30), nao permitiram a separacéo entre " TcO4 e EC-**"Tc, causando aumento
na retencéo de ambas espécies, em aproximadamente 86%.

Jankowsky e colaboradores (51) determinaram a constante de dissociagcao
(pKa) do EC-*™Tc por eletroforese capilar. O valor determinado foi de 2,90 para o
grupo carboxil. Isto pode explicar a desprotonagédo dos grupos carboxil em pH basico
tornando-o um complexo aniénico. *™TcO4, também anidnico, apresentou
comportamento semelhante ao EC-*"Tc¢ na presenca do PIC A - pareador catidnico.
O mecanismo de interacao, segundo Knox e colaboradores (77), pode ser explicado
pela formacdo de um par idnico que se torna menos hidrofébico e interage mais
fortemente com a fase estacionaria da coluna de fase reversa, aumentando o tempo
de retencao.

Na auséncia de PIC A na fase movel (condicao G) (FIG. 31), ocorreu
separacdo entre os picos e a deteccdo de uma possivel forma isomérica nao
detectada por outros sistemas anteriormente utilizados. Assim, a condicdo G foi a
que apresentou melhores resultados, permitindo a separacdo das espécies
presentes na amostra e foi utilizada para realizar os estudos de robustez (variacéo
do fluxo da fase mével, volume de amostra injetada, pH da fase mével e temperatura
do forno de coluna).

Nas FIG. 32 estdo apresentados os cromatogramas de EC 500 pug mL™
com a variacao do fluxo da fase mével. Os resultados obtidos pela variagdo de fluxo
da fase mével na absorbancia e na largura do pico a meia altura estdo apresentados

nas FIG. 33A e 33B, respectivamente.
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FIGURA 32- Cromatogramas de EC 500 ug mL™ com a variacdo de fluxo da fase
mével. (A) Fluxos 0,4; 0,6 e 0,8 mL min"'. (B) Fluxos 1,0; 1,2 e 1,5 mL min™.
Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO,4
(0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.

Volume de amostra: 20 ulL; pH da fase mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna:
25 °C.
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FIGURA 33- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (265 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de EC. Condicédo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x
4,6 mm; 5 um); fase mével: NagHPO4 (0,0125 mol L™): C,HsOH, gradiente linear:

100% fase aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase

mével: 7,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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Pode-se observar que fluxo de 0,4 e 0,6 mL min™ reduziram a absorbancia
no pico de EC (pico de maxima absorbéancia) em 12% em relagéo a fluxos acima de
0,8 mL min" (FIG. 32A e 33A). A largura do pico a meia altura ficou menor em 7%
para fluxos no intervalo 0,8- 1,5 mL min™' (FIG. 33B). A condicéo de fluxo de 1,0 mL
min™' foi escolhida para analisar EC e EC-*"Tc.

O efeito do volume de amostra injetada no cromatograma de EC
500 ug mL”, na absorbancia (265 nm) e na largura do pico & meia altura estdo
representados nas FIG. 34, 35A e 35B.
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FIGURA 34- (A) Cromatogramas de EC 500 pg mL™" com a variagdo do volume de
amostra. (B) Ampliacdo do intervalo 8,5- 10,0 minutos. Condicdo G: coluna
Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: NazHPO, (0,0125 mol L™):
C2Hs0OH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica. Fluxo da fase

mével: 1,0 mL min™'; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 35- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (265 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de EC. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 pm); fase mével: NazHPO, (0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™;
pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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A absorbancia foi linearmente dependente do volume de amostra injetada
até 100 pL. Alargamento de pico foi maior para volumes acima de 50 uL (3%). O
volume de amostra de 20 uL demonstrou ser 0 mais adequado para a validagdo do
método.

Para verificar o efeito da acidez da fase mével na andlise de EC, o pH da
fase mével (tampdo fosfato 0,0125 mol L) foi alterado. Os cromatogramas de EC
500 ug mL" em funcdo do pH da fase mével e o efeito do pH da fase mével no
tempo de retencao e na absorbancia do EC em 265 nm estao apresentados nas FIG.
36, 37A e 37B, respectivamente.
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FIGURA 36- Cromatogramas de EC 500 ug mL™' com a variagdo de pH da fase
movel. Condi¢do G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 ym); fase movel:
NazHPO, (0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase moével: 1,0 mL min”; volume de amostra: 20 uL e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 37- Efeito do pH da fase mével (A) no tempo de retencdo de EC e (B) na
absorbancia (265 nm). Condi¢cdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm;
5 um); fase mével: NazHPO, (0,0125 mol L™): C2HsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min”; volume de
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Ocorreu reducao no tempo de retengdo do EC com o aumento do pH
(FIG. 36 e 37A). Para pH 2,00, o EC foi eluido em 9,12 minutos enquanto em pH
9,00 a eluicao ocorreu em 3,55 minutos (reducdo de 39%), acarretando diminuicao
da absorbancia em 28% (FIG. 37B).

Mang’era e colaboradores (78) estudaram o efeito do pH da fase mével no
tempo de retencdo do complexo EC-**"Tc. As andlises foram realizadas na faixa de
pH 2,63 a 6,85. Os resultados obtidos mostraram que o EC-*™Tc¢ eluiu rapidamente
da coluna com o aumento de pH da fase movel. O fato foi atribuido a um maior grau
de ionizacdo e maior hidrofilicidade para o complexo com o aumento do pH do
solvente.

Marzilli e colaboradores (79) descreveram que durante titulacdo
potenciométrica em agua, EC marcado com rénio (EC-Re) apresentou valores de
pKa de 3,8; 6,64 e 10,20. Utilizando cristalografia, eles encontraram que esses
valores de pKa correspondiam a desprotonacao dos grupos carboxil, amina (antr) e
amina (sin), respectivamente. Sendo a quimica de complexag&o do rénio similar a do
tecnécio, a desprotonagéo sugerida por Manzilli e colaboradores (79) pode explicar a
menor retencdo do EC na fase estacionaria hidrofébica. A amostra foi preparada em
meio alcalino, que favorece a desprotonacao.

O pH da fase mével escolhido para a realizacdo das analises de EC no RL
e EC-*"T¢ foi 2,50.

Nas FIG. 38 e 39 estdo representados o efeito da temperatura nas

analises de EC 500 ug mL™.
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FIGURA 38- (A) Cromatogramas de EC 500 ug mL™" com a variacdo da temperatura
do forno de coluna. (B) Ampliacdo do intervalo 8,0- 9,5 minutos. Condi¢do G: coluna
Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: NazHPO, (0,0125 mol L™):
C2Hs0OH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgénica. Fluxo da fase

mével: 1,0 mL min™"; volume de amostra: 20 uL e pH da fase mével: 2,50.
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FIGURA 39- Efeito da temperatura do forno na absorbancia (265 nm) de EC.
Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: Na,HPO4
(0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.

Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 puL e pH da fase mével:
2,50.
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A variacdo da temperatura nas andlises de EC mostrou diminuicdo de 5%
(ao aumentar a temperatura de 25 para 80 °C) na retencdo e 12% na absorbancia
em 265 nm (FIG. 38 e 39). Segundo Snyder (57), a temperatura da coluna
geralmente ndo afeta a retencdo de compostos neutros, ao contrario de amostras
ibnicas que podem apresentar diferentes tempos de retencao devido a processos de
ionizacao entre outros e consequentemente interferir na separacéao.

Estes resultados podem evidenciar que o EC, nas condicoes de analise,
comporta-se como composto anidnico resultado da desprotonacao (total ou parcial)
dos grupos carboxil.

Os resultados obtidos demonstraram que é necessario controle das
condicoes de fluxo, volume, pH e temperatura na andlise de EC.

5.6 Validacdo do método analitico para EC e EC-*"Tc
5.6.1 Cromatogramas

A TAB. 16 apresenta as condicbes selecionadas para os parametros nas

andlises de EC, RL de EC e EC marcado com *"Tc.

TABELA 16 — Condicdes de andlise para EC, RL de EC e EC-*"Tc.

Parametro Valor
Coluna Shim-pack (250 x 4,6 mm; 5 ym)
Modo de anaélise Gradiente linear
Tempo de andlise 15 minutos
Fase mével Tampao fosfato (0,0125 mol L™): etanol
Fluxo da fase mével 1,0 mL min™
pH da fase movel 2,50
Volume de amostra injetada 20 uL
Temperatura do forno de coluna 25 °C
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Os cromatogramas de EC e RL de EC estdo apresentados nas FIG. 40A e
40B, respectivamente.
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FIGURA 40- (A) Cromatograma de EC 500 pg mL™". (B) Cromatograma de RL de
EC. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel:
NazHPO4 (0,0125 mol L™"): C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™; volume de amostra: 20 uL; pH da fase
movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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Os cromatogramas de EC e RL de EC apresentaram trés picos, além do
produto principal. Para avaliar a presenca de residuo de reagentes de partida da
sintese (FIG. 5) no EC utilizado, foi feita adicdo (spike) de cisteina e de &cido
tiazolidinico carboxilico, separadamente, em amostras de EC e RL de EC. O &cido
tiazolidinico é preparado pela reacao de cisteina com formaldeido (30).

Na TAB. 17 estao relacionados alguns analitos e os respectivos tempos de
retencado em ensaios de spike.

TABELA 17- |dentificacdo dos analitos nos cromatogramas de EC e RL de EC.

Tempo de Retencao (minutos)

Amostra Acido tiazolidinico
o EC EC-I
carboxilico
EC 2,36 8,14 10,15
RL de EC 2,38 8,15 10,18

Foi definido o tempo de retencdo atribuido ao &acido tiazolidinico
carboxilico. O EC referéncia e EC no RL eluiram em 8,14 e 8,15 minutos. O pico em
10,15 pode ser associado a alguma impureza do EC. Verduyckt colaboradores (34)
utilizando coluna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) e fase mével constituida de tampao
fostato/etanol observaram a presenca de impureza radioativa a qual ele identificou
por espectrometria de massas como sendo isdmero do EC-*"Tc.

Os espectros de UV-Visivel de EC e RL de EC no intervalo de 200 a 400

nm estdo apresentados na FIG. 41.
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FIGURA 41- Espectros de UV-Visivel de EC 500 ug mL™" e de RL de EC no intervalo
de 200 a 400 nm. Absorcdo em 265 nm. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 pm); fase mével: NazHPO, (0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente
linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™;
volume de amostra: 20 pL; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna:
25 °C.

Os espectros de UV-Visivel de EC e de RL de EC apresentaram absorcao
caracteristica em 265 nm.

O cromatograma do EC-**"Tc¢ na concentragéo radioativa de 55 MBg mL
esta apresentado na FIG. 42. A identificacdo dos analitos esta descrita na TAB. 18.
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FIGURA 42- Cromatograma de EC-**"Tc. Concentragéo radioativa: 55,0 MBq mL™.
Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase moével: NaHPO,4
(0,0125 mol L™): CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica.
Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével:

2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

TABELA 18- |dentificacdo dos analitos no cromatograma de EC-**"Tc.

Pico Tempo de retencao (minutos) Analito
1 3,04 ®¥mTeO,
2 5,08 ¥MTcO,
3 10,06 EC-9"T¢
4 11,68 EC-I-*"Tc

Comparou-se o método por CLAE com o método CCD utilizado na DIRF
nos procedimentos de controle de qualidade de EC-*"Tc. Os valores de pureza
radioquimica obtidos nos métodos CLAE e CCD 30 e 240 minutos apds a marcacao
estdo apresentados na TAB. 19.

89



TABELA 19- %Pureza radioquimica de EC-*"Tc obtida por CLAE e CCD.

Pureza Radioquimica (%)

Método
30 minutos 240 minutos
CLAE 98,96 + 0,03 98,01 £ 0,05
CCD 99,18 + 0,04 98,96 + 0,52

A anélise por CLAE revelou eficiéncia maxima de marcagdo do EC-*"Tc
de (98,96 + 0,03)% no primeiro tempo (30 minutos) diminuindo para (98,01 = 0,05)%
no Ultimo tempo (240 minutos). Os resultados por CCD revelaram que EC-*"Tc teve
eficiéncia maxima de marcacéo de (99,18 £ 0,04)% aos 30 minutos enquanto que a
eficiéncia decresce para (98,96 = 0,52)% apds 240 minutos da marcacao.

A diferenca entre os métodos CLAE e CCD foi de aproximadamente
0,22% para 30 minutos de marcacdo e 1% para 240 minutos. O método CLAE
conseguiu quantificar trés impurezas em quanto o método CCD apenas duas
(*™TcO4 e ¥ TcOy)

5.6.2 Parametros de validacao

O método proposto demonstrou ser seletivo nao apresentando
interferéncia dos reagentes utilizados no processo de fabricacdo do RL ou por
impurezas radioquimicas (FIG. 40 e 42).

Trés curvas analiticas de EC (experimentos 1, 2, 3) estdo representadas
na FIG. 43.
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FIGURA 43- Curvas analiticas de EC na faixa de concentragdo 0- 500 ug mL
(A= 265 nm).

A curva analitica pode ser representada pela equagao Abs = a [EC] + b, e

os valores do coeficiente angular (a), coeficiente linear (b) e coeficiente de correlagéao

(r%) dos experimentos 1, 2 e 3 estdo descritos na TAB. 20.

TABELA 20- Parametros das curvas analiticas de EC.

Experimento n a b r
1 6 0,0940 0,2141 0,9997
2 6 0,0944 0,2303 0,9994
0,0928 0,2184 0,9996

n: nimero de amostra; a: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r*: coeficiente de correlagao.
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O método foi linear na faixa de 0 — 500 ug mL™" (FIG. 43). As equacdes de

retas apresentaram coeficiente de correlacdo linear (r?) maiores que 0,999 em todos

os experimentos, atendendo as exigéncias da ANVISA (r* > 0,99) (4), indicando

baixa dispersao dos dados experimentais.

Os resultados dos ensaios de precisdo (expresso como DPR) e exatidao

intradia do método para os experimentos 1, 2 e 3 estdo apresentados nas TAB. 21,

22 e 23, respectivamente.

TABELA 21- Precisao e exatidao intradia de EC no experimento 1.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(kg mL™) (pg mL™) (%) (%)
100 98,53 £ 1,12 1,14 98,53
200 204,00 + 0,63 0,31 102,00
300 297,74 + 0,54 0,18 99,25
400 400,91 +0,82 0,20 100,23
500 497,81 +0,97 0,19 99,56

CT: Concentragao tebrica
DP: desvio-padrao

CMD: concentracdo média determinada

DPR: desvio-padrao relativo

TABELA 22 - Precisao e exatidao intradia de EC no experimento 2.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(kg mL™) (pg mL™) (%) (%)
100 101,37 £1,82 1,80 101,37
200 197,92 £ 1,45 0,73 98,96
300 293,98 + 0,99 0,34 98,00
400 404,34 +1,03 0,25 101,08
500 501,99 +1,13 0,23 100,40

CT: Concentragao tedrica
DP: desvio-padrao

CMD: concentracdo média determinada

DPR: desvio-padrao relativo
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TABELA 23 - Precisao e exatidao intradia de EC no experimento 3.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 98,37 £ 1,03 1,05 98,37
200 204,98 + 1,52 0,74 102,49
300 299,38 £ 0,97 0,32 99,79
400 406,05 £ 1,74 0,43 101,51
500 493,43 £ 0,99 0,20 98,69

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padrédo DPR: desvio-padréo relativo

A precisao intradia variou entre 0,18 e 1,80%. O valor maximo de DPR foi
observado para EC 100 pg mL™" no experimento 2 (TAB. 22) e foi inferior ao
estabelecido pela ANVISA (DPR < 5%). O método mostrou repetitividade nas
analises realizadas no mesmo dia.

Os resultados de exatiddo intradia estdo no intervalo 98-102,49%,
indicando concordancia entre valores experimentais e tedricos.

Os resultados de precisao e exatidao interdia estdo apresentados na TAB.

24.
TABELA 24 — Precisdo e exatidao interdia de EC referéncia.
CT CMD = DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL") (%) (%)

100 99,42 + 3,97 3,99 99,42
200 206,10 £ 5,20 2,52 103,05
300 297,03 £ 2,50 0,84 99,01
400 403,77 £ 3,59 0,89 100,94
500 497,74 + 3,09 0,62 99,55

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragdo média determinada

DP: desvio-padrdo DPR: desvio-padréo relativo
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A precisao interdia apresentou valor maior quando comparado com oS
valores de DPR encontrados na precisdo intradia, porém abaixo dos limites
estabelecidos. Os valores de exatidao também atenderam aos critérios.

A massa de EC encontrada no RL foi de 0,49 mg (valor esperado 0,50 mg).
A literatura ndo descreve métodos para a quantificacdo de EC em RL e em EC-*"Tc.
Alguns trabalhos descrevem a analise de pureza do EC pelo método de eletroforese
capilar (50, 70).

Os dados da recuperacdo das solucdes de referéncia adicionadas as

amostras de RL de EC podem ser observados na TAB. 25.

TABELA 25- % Recuperacdo em amostras de RL de EC.

EC adicionado Recuperacao Recuperacao DPR
(pg mL") (pg mL")" (%) (%)
50 48,90 97,80 1,92

100 95,57 95,57 1,03

150 148,66 99,11 0,32

) Média de triplicata em cada nivel

A porcentagem de recuperacao variou de 95,57 a 99,11%, mostrando que
o método é eficiente no tratamento da amostra.

Os valores de coeficiente linear e coeficiente angular obtidos pela
Equagéo da reta (TAB. 20) permitiram calcular o LD e LQ através das Equagbes 8 e
9, respectivamente. Os valores encontrados foram 0,27 ug mL" para o LD e 0,90 pg
mL™" para o LQ, respectivamente. Os resultados demonstram que o método proposto

é capaz em detectar e quantificar EC no RL e no EC-*"Tc.

A pureza radioquimica do EC-*"Tc apés 3 meses de fabricacdo do RL foi
determinada pelos métodos CLAE e CCD estédo apresentadas na TAB. 26
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TABELA 26- %Pureza radioquimica de EC-*"Tc determinadas nos estudos de
estabilidade por CLAE e CCD.

(PRq + DP)%

Método
Data da fabricacao 3 meses
CLAE 98,96 £ 0,03 96,99 + 0,09
CCD 99,18 £ 0,04 98,06 £ 0,09
PRq: pureza radioquimica DP: desvio padrao

Os resultados dos estudos de estabilidade para o método CLAE
mostraram reducdo de aproximadamente 2% da PRq ap6s 3 meses da data de
fabricacdo do RL, enquanto para o método CCD a reducao foi de 1%. As PRq

estimadas em ambos 0os métodos nos estudos de estabilidade sdo maiores que 95%.

5.7 Otimizacdo das condicdes de analise por CLAE para ECD e ECD-*"Tc¢

Para a determinacdo simultanea de ECD-*"Tc, *™TcO; e *™TcOs em
radiofarmacos e validacdo do método analitico por CLAE, as condi¢cdoes F e G da
TAB. 4 (pagina 44) foram avaliadas. Na FIG. 44 e 45 s&o apresentados os
cromatogramas de ECD-*"Tc e das impurezas *"TcO, e *™TcO, adicionadas ao

ECD-*™Tc nas condigdes F e G, respectivamente.
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FIGURA 44- Cromatogramas de ECD-*"Tc¢, ECD-*"Tc adicionado de *™TcO, e
ECD-*"Tc adicionado de EC-*"Tc. Concentragdo radioativa: 55,0 MBg mL™.
Condicao F: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével: PIC A
0,2%: C2HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase orgéanica. Fluxo da

fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL; temperatura do forno de coluna:

25 °C.
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FIGURA 45- Cromatogramas de ECD-*"Tc, EC-*"Tc e **™TcO,. Concentracido
radioativa: 55,0 MBg mL™'. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm;
5 ym); fase moével: NaoHPO4: C2Hs0OH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100%
fase organica. Fluxo de 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével:

2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

A condigao F (FIG. 44), em que é feita a utilizacao de pareador ibnico, nao
permitiu separacdo entre EC-*"Tc e *™TcO,, nas andlises de ECD-*"Tc.
ECD-*™Tc é um composto neutro e apresentou o tempo de retengdo independente
da presenca de PIC A. A presenca de PIC B5 nao alterou o tempo de retencédo de
ECD-*"Tc (dados ndo mostrados).

Jankowsky e colaboradores (51) usaram ECD-*™Tc como padrdo nao
protonavel em analises por eletroforese capilar para determinar as constantes de
dissociacao de alguns radiofarmacos de tecnécio-99m.

A condicao G (FIG. 45) permitiu separacao das impurezas e foi utilizada
nos ensaios para avaliar a robustez do método: fluxo da fase movel, volume de

amostra, pH da fase movel e temperatura do forno de coluna.
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Os cromatogramas das andlises de ECD 500 pg mL™ em diferentes fluxos

de fase movel estao representados na FIG. 46.
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FIGURA 46- Cromatogramas de ECD 500 ug mL™. Volume de amostra: 20 uL; pH da
fase moével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25°C. Condigdo G: coluna
Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase moével: NapHPO4: CyHsOH,
gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra:

20 uL; pH da fase moével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

Pode-se observar que o fluxo da fase mével influenciou a absorbancia

(FIG. 47A), largura de pico a meia altura (FIG. 48B) e tempo de analise.
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FIGURA 47- Efeito do fluxo da fase mével (A) na absorbancia (215 nm) e (B) na

largura do pico a meia altura de ECD. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS

(250 x 4,6 mm; 5 ym); fase mével: NapgHPO,4: Co,HsOH, gradiente linear: 100% fase

aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével: 2,50 e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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Efeito pronunciado na absérbancia (aumento de 8,9%) foi observado com
o aumento do fluxo da fase mével de 0,6 a 0,8 mL min™ (FIG. 47A). A largura do pico
a meia altura reduziu em 10% quando o fluxo foi alterado de 0,4 a 0,6 mL min™ (FIG.
47B).

Os cromatogramas de ECD com a variacdo do volume de injecdo de
amostra estéo representados nas FIG. 48A e 48B. As FIG. 49A e 49B apresentam a

variacao da absorbancia e da largura de pico a meia altura com o volume de injecéao,

respectivamente.
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FIGURA 48- (A) Cromatogramas de ECD 500 pug mL™". (B) Ampliacdo do intervalo
13,00- 14,5 minutos. Condig&do G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 pym);
fase movel: NaxHPO4: CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; pH da fase mével: 2,50 e temperatura

do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 49- Efeito do volume de amostra (A) na absorbancia (215 nm) e (B) na
largura do pico a meia altura de ECD. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS
(250 x 4,6 mm; 5 ym); fase mével: NapgHPO,4: Co,HsOH, gradiente linear: 100% fase
aquosa a 100% fase organica. Volume de amostra: 20 uL; pH da fase mével: 2,50 e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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A absorbéncia foi linear com o aumento de volume de amostra no intervalo
de 10 a 200 pL (FIG. 48 e 49A). A largura do pico a meia altura aumentou em
aproximadamente 7% com alteracéo de 50 a 100 pL (FIG. 49B). Volume de 20 uL foi
escolhido para realizar as analises de validacdo de método.

Nas FIG. 50A, 50B estdo apresentados os cromatogramas do ECD em
diferentes valores de pH. Os efeitos da acidez da fase mével no tempo de retencéo e
na absorbancia de ECD estdo apresentados nos cromatogramas das FIG. 51A e

51B, respectivamente.
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FIGURA 50- (A) Cromatogramas de ECD 500 ug mL™ com a variagdo do pH da fase
movel. (B) Ampliacdo do intervalo 12- 15 minutos. Condigdo G: coluna Shim-Pack
VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase moével: Na,HPO,: C2HsOH, gradiente linear:
100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume

de amostra: 20 uL e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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FIGURA 51- Efeito do pH da fase mével (A) no tempo de retencdo e (B) na
absorbancia (215 nm) de ECD. Condicdao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6
mm; 5 um); fase moével: NaaHPO4: C2Hs0OH, gradiente linear: 100% fase aquosa a
100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume de amostra: 20 pL e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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O aumento de pH da fase mével modificou o tempo de retencao do ECD e
causou perda de resolucdo entre ECD e um de seus isbmeros ou uma possivel
impureza, o que pode ser observado na ampliagdao da FIG. 50A (FIG. 50B). Para pH
2,50, a resolugéo entre o pico de ECD e impureza foi de 1,71. Aumentando o pH
para 6,00, a resolucao diminuiu para 1,04 e em pH 9,00, a resolugéo foi de 0,46, com
perda de aproximadamente 27% na resolucao entre os picos (FIG. 50B).

Vanderghinste e colaboradores (81) analisaram a pureza isomérica do
Hexametilpropilenoamina oxima-*"Tc (HMPAO-*"Tc) por CLAE (coluna Cis, 250 x
4,6 mm, 5 um- XTerra™) e separaram as formas D,L das formas meso isoméricas.
Observaram o efeito do pH da fase mével na separacao e perceberam que pH entre
3- 4 era favoravel a melhor resolucao entre os picos. Os isébmeros separados foram
analisados por espectrometria de massas para assegurar a identidade do das
preparacgdes D,L.-HMPAO-*"T¢c e meso- HMPAO-*"Tc.

A variacao no tempo de retencao de ECD com o pH da fase movel foi de
8% (pH 2,00 para pH 9,00) (FIG.51A). O pH da fase mével nao influenciou a
absorbéancia do ECD em 215 nm (FIG. 51B). O pH de fase mdvel escolhido para
ensaios de validacao foi de 2,50.

Os cromatogramas de ECD com variacdo da temperatura do forno de
coluna estao apresentados nas FIG. 52 e 53.
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FIGURA 52- (A) Cromatogramas de ECD 500 pg mL' com a variacdo da
temperatura do forno de coluna. (B) Ampliacdo do intervalo de 13- 14,5 minutos.
Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel:
Na,HPO,4: CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo

da fase mével: 1,0 mL min™"; volume de amostra: 20 pL e pH da fase mével: 2,50.
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FIGURA 53- Efeito da temperatura do forno na absorbancia (215 nm) de ECD.
Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase modvel:
Na,HPO,4: CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo

da fase mével: 1,0 mL min™"; volume de amostra: 20 pL e pH da fase mével: 2,50.
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O aumento da temperatura do forno de coluna néao alterou
significativamente o cromatograma do ECD (FIG. 52). A retencao diminuiu em menos
de 2% e a absorbancia (FIG. 53) apresentou diminuicdo de apenas 0,05%.

5.8 Validacdo do método analitico para ECD e ECD-*"Tc

Os ensaios de robustez permitiram definir as condi¢ées de analise para
ECD, RL de ECD e ECD-*"Tc¢ (condigdo G da TAB. 4) (TAB. 27)

TABELA 27— Condigdes de analise para ECD, RL de ECD e ECD-*"Tc

Parametro Valor
Coluna Shim-pack (250 x 4,6 mm; 5 ym)
Modo de anaélise Gradiente linear
Tempo de andlise 20 minutos
Fase mével Tampao fosfato (0,0125 mol L™): etanol
Fluxo da fase mével 1,0 mL min™
pH da fase movel 2,50
Volume de amostra 20 uL
Temperatura do forno de coluna 25 °C

5.8.1 Cromatogramas
Os cromatogramas de ECD e RL de ECD estao apresentados nas FIG.

54A e 54B, respectivamente. Na TAB. 28 estado relacionados os tempos de retencao

e 0s respectivos analitos encontrados nos cromatogramas das FIG. 54A e 54B.
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FIGURA 54- (A) Cromatograma de ECD 500 pug mL™. (B) Cromatograma de RL de
ECD. Condicao G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase mével:
Na,HPO,4: CoHsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo
da fase mével: 1,0 mL min™"; volume de amostra: 20 puL; pH da fase mével: 2,50 e

temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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TABELA 28- |dentificagdo dos analitos no cromatograma de ECD.

Tempo de Retencao (minutos)

Amostra
Cisteina EC ECD ECD-I
ECD 2,39 8,88 13,40 14,38
RL de ECD 2,41 8,91 13,43 14,47

Ambos os cromatogramas, ECD e RL de ECD apresentaram quatro picos
principais. O pico em 2,39 minutos foi atribuido a cisteina e em 8,88 minutos, ao EC.
EC é uma impureza resultante da hidrélise total do ECD. O pico em 14,38 e 14,47
minutos (ECD-1) podem ser atribuidos as impurezas do ECD.

Os espectros na regido do UV-Visivel de ECD e de RL de ECD estdo
representados na FIG. 55.
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FIGURA 55- Espectros de UV-Visivel de ECD 500 pg mL™ e RL de ECD. Absor¢ao
em 215 nm. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase
movel: NaxHPO4: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
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organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™; volume de amostra: 20 uL; pH da fase
movel: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

Os espectros de UV-Visivel de ECD, RL de ECD do produto marcado
(ECD-**"Tc) mostraram-se similares.

O cromatograma do ECD-*"Tc na concentragdo radioativa de 55 MBq
mL™" esta apresentado na FIG. 56A. Ampliacdo do cromatograma da FIG. 56A no
intervalo de 0 a 12 minutos pode ser observada na FIG. 56B.

300
(A)
8
10- =
(B)
200 s
S
E
£ ®
o
o [{]
100 4 5 8 S
WMM
0 a 8 12
o 3
RSN
s 7 o
0 T T T T T
0 10 20 30

Tempo de Retencao (min)

FIGURA 56- (A) Cromatograma de ECD-**"Tc. (B) Ampliagdo do intervalo de 0-12
minutos. Concentragdo radioativa: 55,0 MBg mL™". Condicdo G: coluna Shim-Pack
VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel: Na,HPO,: C2HsOH, gradiente linear:
100% fase aquosa a 100% fase organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™'; volume

de amostra: 20 uL; pH da fase mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
Para identificacdo das espécies, realizou-se adicao, separadamente, de

possiveis impurezas para comparacdo com os tempos de retencdo obtidos no

cromatograma da FIG. 56. Na FIG. 57 estdo apresentados os cromatogramas de
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ECD-*"Tc e de impurezas radioativas. Os analitos identificados estdo relacionados
na TAB. 29.

300

——ECD-*"Tc TcO,
—  EC™Te —— Hidrélise do ECD-""Tc 8
) 99m - =
—*"cO, T
8
200 3 S
— u’n "
>
E
£
o
(8]
100 - N
5 k g2 3 8
N 3 A al\g
T T v T I !
0 5 10 15 20

Tempo de Retencao (min)

FIGURA 57- Cromatogramas de ECD-*"Tc¢, EC-*"Tc, *™TcO,, #*™TcO; e de
compostos resultantes da hidrélise basica de ECD-*"Tc. Concentracéo radioativa:
55,0 MBq mL™'. Condicdo G: coluna Shim-Pack VP-ODS (250 x 4,6 mm; 5 ym); fase
movel: NaxHPO.: C,HsOH, gradiente linear: 100% fase aquosa a 100% fase
organica. Fluxo da fase mével: 1,0 mL min™; volume de amostra: 20 uL; pH da fase

mével: 2,50 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.
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TABELA 29- |dentificacdo dos analitos no cromatograma de ECD-*"Tc.

Tempo de retencao (minutos) Analito
3,97 TcO2
5,58 9MTcO,
10,66 EC-*"Tc
14,65 ECM1-"T¢
16,27 ECM2-2"T¢
17,38 ECD-*"Tc
19,58 ECD-1-¥"Tc

O cromatograma do ECD-*"Tc¢ apresentou seis picos de impurezas.

As impurezas *"TcO, e **"TcO, sdo frequentemente determinadas pelo
método CCD (10, 82, 83), porém as demais impurezas ou ndao sao detectadas
separadamente ou apresentam a separacdao em fitas de CCD ocorre com pouca
resolucdo. Tecnécio coloidal (*™TcO,) tem sido identificado apenas por CP e CCD.
EC-*"Tc¢ eluiu em tempo de retencdo de 10,66 minutos, e pode ser resultante da
esterificacdo incompleta do EC ou da hidrélise de ECD.

As impurezas ECM1-%*"Tc e ECM2-*"Tc podem ser provavelmente as
formas monoéster-monoacidas, mais polar que ECD-*"Tc e menos polar que o EC-
%9MTc. Outros autores também observaram a presenca dessas impurezas (7, 28, 34,
35, 83).

A espécie que eluiu em 19,58 minutos (ECD-I-**"Tc) pode ser alguma
impureza do ECD-*"Tc.

A eficiéncia de marcacdo foi estimada pela determinacdo de pureza
radioquimica. Para a técnica CLAE e CCD foram encontrados (98,95 = 0,38)% e
(99,35 £ 0,24)% de pureza radioquimica apdés 30 minutos da marcacgéao,

respectivamente.
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5.6.2 Parametros de validacao

O método proposto demonstrou ser seletivo, pois conseguiu separar as
impurezas do principio ativo de interesse (FIG. 54 e 56), fato confirmado pela
auséncia de interferentes nos tempos de retencdo dos picos referentes ao ECD e
ECD-*"Tc.

Na FiG. 58 estdo apresentadas as curvas analiticas de trés experimentos
com ECD. Na TAB. 30 estao relacionados os parametros das equacoes de retas dos

experimentos 1, 2 e 3.
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FIGURA 58- Curvas analiticas para ECD na faixa de concentracéo de 0- 500 pg mL™

TABELA 30- Parametros das curvas analiticas de ECD.

Experimento n a b r
1 6 0,2294 0,2402 0,9995
0,2297 0,2445 0,9995
0,2392 0,2048 0,9996

n: nimero de amostra; a: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r*: coeficiente de correlagao.
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Os valores calculados de precisdo e exatidao intradia estdo descritos nas

TAB. 31, 32 e 33, referentes aos experimentos 1, 2 e 3, respectivamente.

TABELA 31- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de ECD no experimento 1.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 95,38 + 2,01 2,11 95,38
200 201,27+ 1,78 0,88 100,64
300 298,93 £ 0,95 0,32 99,64
400 396,31+ 0,91 0,23 99,08
500 496,55 £ 0,99 0,20 99,31

CT: Concentragao tetrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padréo DPR: desvio-padrao relativo

TABELA 32- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de ECD no experimento 2.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 95,66 +0,90 0,94 95,66
200 201,42 +£1,73 0,86 100,71
300 298,09 £ 0,75 0,25 99,36
400 396,21 £ 0,71 0,18 99,05
500 496,75 £ 0,33 0,07 99,35

CT: Concentragao tetrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padrao DPR: desvio-padrao relativo

TABELA 33- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de ECD no experimento 3.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)
100 96,16 + 1,07 1,11 96,16
200 194,00 £ 1,15 0,60 97,00
300 296,31 £ 1,05 0,35 98,77
400 397,13 £ 0,90 0,23 99,28
500 497,02 £ 0,75 0,15 99,41
CT: Concentragao tetrica CMD: concentragdo média determinada

DP: desvio-padrao DPR: desvio-padrao relativo
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A precisdo maxima nos trés experimentos foi 2,11% para o nivel de menor
concentracao (experimento 1). Exatiddo de 95,38% foi a menor, também encontrada
para o nivel de concentracdo baixa (experimento 1). Os resultados das andlises
interdias estdo apresentados na TAB. 34

TABELA 34- Precisdo (DPR) e exatidao interdia de ECD.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 96,73 + 3,98 4,11 96,73
200 198,90 £ 4,66 2,34 99,45
300 297,78 £ 2,75 0,92 99,26
400 396,55 + 2,52 0,63 99,14
500 496,77 £ 2,07 0,41 99,35

CT: Concentracao tedrica CMD: concentragdo média determinada

DP: desvio-padrao DPR: desvio-padrao relativo

Os resultados de precisdo e de exatidao sdo menores que 5% e maiores
que 96%, respectivamente.

Foi obtida massa de 0,99 mg (valor de bula: 1,00 mg) no frasco de RL de
ECD, pelo método desenvolvido.

A TAB. 35 apresenta os valores de recuperacao do ECD adicionado as
amostras de RL de ECD.

TABELA 35- %Recuperacdo em amostras de RL de ECD.

EC adicionado Recuperacao Recuperacao DPR
(g mL™) (kg mL")" (%) (%)
50 48,93 97,86 2,52

100 99,02 99,02 1,08

150 148,92 99,28 0,68

OMédia de triplicata em cada nivel

Os resultados de porcentagem de recuperacao estdo no intervalo de
97,86- 100,35%, com precisao na faixa de 0,68- 2,52%.
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A menor concentracao que pode ser detectada por este método (LD) foi
0,281 ug mL™, e o LQ calculado foi 0,936 ug mL™.

A pureza radioquimica do ECD-*"Tc determinada nos ensaios de
estabilidade utilizando os métodos CLAE e CCD estédo apresentadas na TAB. 36

TABELA 36- Pureza radioquimica de ECD-*"Tc determinadas nos estudos de

estabilidade

, Data de fabricacao 3 meses
Método
(PRq = DP)% (PRq = DP)%
CLAE 98,95 + 0,38 97,13 £ 0,07
CCD 99,35+ 0,24 98,37+ 0,14
PRq: pureza radioquimica DP: desvio padrdo

O método CLAE mostrou reducéao de 1,84% enquanto para o método CCD
a reducéao foi de 0,98%. Esta diferenca entre os métodos pode ser explicada pelo

fato do método CLAE determinar um numero maior de impurezas.

5.9 Validacdo do método analitico para MIBI e Sestamibi-*"Tc

A Farmacopéia Européia (37) descreve metodologia para avaliar pureza
radioquimica de Sestamibi-**"Tc combinando as técnicas de CP, CCD e CLAE. A
condicdo de andlise descrita na farmacopéia foi utilizada (condicdo H, TAB. 4 —
pagina 44), com a substituicdo da coluna de 250 mm pela coluna de 150 mm.

A TAB. 37 apresenta os valores para os parametros usados nas analises
de MIBI, RL de MIBI e Sestamibi-*"Tc.
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TABELA 37- Condicdes de analise para MIBI, RL de MIBI e Sestamibi-*"Tc

Parametro Condicao
Coluna Shim-pack (150 x 4,6 mm; 5 ym)
Modo de anaélise Isocratico
Tempo de anélise 10 minutos
Fase mével CH3CN, (NH4)2S04, CH30OH 20:35:45 (v/v)
Fluxo da fase mével 1,5 mL min™
pH da fase movel 5,00
Volume de amostra injetada 25 uL
Temperatura do forno de coluna 25 °C

5.9.1 Cromatogramas

Nas FIG. 59A e 59B estado apresentados os cromatogramas de MIBI e de
RL de MIBI, respectivamente. A FIG. 59C é ampliagdo da regido entre 1,3 e 2,3
minutos da FIG. 59B. Os espectros de UV-Visivel de MIBI 100 ug mL™ e RL de MIBI
no intervalo de 200- 400 nm estdo representados na FIG. 60, em que é possivel

verificar maximo de absor¢cdo em 245 nm.
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FIGURA 59- (A) Cromatograma de MIBI 100 ug mL™. (B) Cromatograma de RL de
MIBI. (C) Ampliacéo do intervalo 1,3 e 2,3 minutos da FIG. 59B. Condig¢ao H: coluna
Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 um); fase movel: (NH4)2SO4: CH3CN: CoHs0OH
(35: 20: 45, v/v). Fluxo da fase mével: 1,5 mL min™'; volume de amostra: 25 pL; pH da
fase movel: 5,00 e temperatura do forno de coluna: 25 °C.

117



140
130 —— MIBI referéncia
1207 —— RL de MIBI
110
100+
L)
<L 9]
: 80
E
© 70
g 60 245 nm
«O £ /
o 50
[
) 40
(7]
0 30
<
20
10
o]
-10 —
e

— — T
200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 325.0 350.0 375.0

Comprimento de onda (nm)

FIGURA 60- Espectros de UV-Visivel de MIBI 100 pg mL™ e RL de MIBI 300 pg mL™.
Absorcdo em 245 nm. Condi¢do H: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5
um); fase movel: (NH4)2SO4: CH3CN: CoHsOH (35: 20: 45, v/v). Fluxo da fase movel:
1,5 mL min™"; volume de amostra: 25 uL; pH da fase mével: 5,00 e temperatura do
forno de coluna: 25 °C.

No cromatograma de MIBI (FIG. 59A) foi observado um unico pico em 4,79
minutos. Pasquali e colaboradores (84) utilizaram CLAE em fase reversa e fase
moével composta por acetato de ambnio/acetonitrila (gradiente 50 a 100% de
acetonitrila) e também observaram um dnico pico em 8,1 min. Deicas e
colaboradores (85) atribuiram ao MIBI o pico em 4,9 minutos utilizando fase mével
composta com sulfato de aménio/metanol (95:5, v/v). Um pico adicional associado ao
[Cu (MIBI)3]" foi encontrado somente ao utilizar outras técnicas como espectrémetro
de massas, andlises por infravermelho ou ressonancia magnética nuclear (85).

O cromatograma de RL de MIBI (FIG. 59B) apresentou o pico em 5,76
minutos referente ao MIBI e picos com retencdo em 1,52 e 2,04 minutos, que podem
ser referentes ao citrato de sédio e cisteina, respectivamente, reagentes utilizados na
preparacao do RL, conforme descrito na TAB. 2.
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Os espectros de absorbancia (FIG. 60) apresentaram perfil semelhante
para MIBI referéncia e RL de MIBI, ambos com maximo de absor¢do em 245 nm.

O cromatograma do Sestamibi-*"Tc na concentracdo radioativa de 55,0
MBq mL™" esta representado na FIG. 61A. A FIG. 61B é uma ampliacdo da regido
compreendida entre 1 e 4 minutos do cromatograma da FIG. 61A. A identificacao das

espécies no cromatograma da FIG. 61 esta descrita na TAB. 38.
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FIGURA 61- (A) Cromatograma de Sestamibi-**"Tc. Concentragdo radioativa: 55,0
MBqg mL™. (B) Ampliacdo do intervalo 1 e 4 minutos da FIG 61A. Identificacdo das
espécies na TAB. 25. Condi¢ao H: coluna Shim-Pack VP-ODS (150 x 4,6 mm; 5 uym);
fase mével: (NH4)2SO4: CH3CN: C2HsOH (35: 20: 45, v/v). Fluxo da fase movel: 1,5
mL min™'; volume de amostra: 25 uL; pH da fase mével: 5,00 e temperatura do forno

de coluna: 25 °C.
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TABELA 38- Identificacdo das espécies no cromatograma de Sestamibi-*"Tc.

Tempo de retencao (minutos) Analito
1,32 ¥MTcO4 (A)
2,48 ¥MTcO, (B)
3,24 Pentamibi-*"Tc (C)
5,76 Sestamibi-*"Tc

A impureza (A), com tempo de retencdo em 1,32 min (FIG. 61A e 61B,
TAB. 38) foi atribuida ao **"TcO4. Segundo o método descrito na Farmacopéia
Européia (37), a relacdo entre os tempos de retencdo de Sestamibi-*"Tc e da
impureza (C) (Pentamibi-**"Tc) deve ser no minimo de 1,2. A relagdo calculada entre
o tempo de retencdo Sestamibi-**"Tc e do tempo de retengéo Pentamibi-*"Tc foi de
1,78. A Farmacopéia Européia nao estabelece o célculo da porcentagem de
impurezas (A) e (B) pelo método CLAE; o método CCD ¢ utilizado para determinar a
impureza (A) (*™TcO4) e o método CP para determinar a impureza (B) (*"TcO,).

A eficiéncia de marcagdo do Sestamibi-**"Tc foi determinada pelos
métodos CLAE, CP e CCD e apds 30 minutos de marcacao, em trés lotes de RL (1, 2
e 3) (TAB. 39).

TABELA 39— %Pureza radioquimica de Sestamibi-*"Tc determinada pelos métodos
CLAE, CP e CCD.

Lote ] QLAE ’C|?+CCD
(Média + DP)% (Média + DP)%
1 97,96 + 0,05 98,89 + 0,03
98,07 £ 0,03 98,98 + 0,07
97,22 + 0,02 98,65 + 0,04

Observou-se que a pureza radioquimica determinada pelo método CLAE
foi menor em todos os lotes analisados (TAB. 39). Isto pode ser explicado pelo fato
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do método CLAE determinar simultaneamente o produto principal marcado e mais
trés diferentes impurezas como apresentado no cromatograma da FIG. 61. A pureza
radioquimica determinada pelo método CP determina a impureza *™TcO,, método
CCD determina a impureza ®™TcO,, porém nenhum destes métodos determinam
Pentamibi-*"Tc

Varios autores determinaram a pureza radioquimica do Sestamibi-*"Tc
pelos métodos CP ou CCD (86- 89). O método CLAE ¢é descrito na literatura por
alguns autores (34, 90), porém as impurezas nao foram identificadas.

5.9.2 Parametros de validacao

O método mostrou-se seletivo para analise simultanea de Sestamibi-*"Tc
e impurezas (FIG. 61).

Na FIG. 62 estdo apresentadas as curvas analiticas no intervalo de
concentragdo de 0- 500 pug mL'1, para quantificacdgo de MIBI em RL e no
radiofarmaco Sestamibi-*"Tc por CLAE. A TAB. 40 apresenta os coeficientes
lineares, coeficientes angulares e coeficientes de correlagédo das curvas analiticas da
FIG. 62.
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FIGURA 62- Curvas analiticas de MIBI na faixa de concentragéo de 0- 500 pug mL™
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TABELA 40- Parametros das curvas analiticas de MIBI.

2

Experimento n a b r
1 6 1,2016 0,0031 0,9999
2 6 1,1731 0,7598 0,9997
1,2056 0,2693 0,9995

n: nimero de amostra; a: coeficiente angular; b: coeficiente linear; r*: coeficiente de correlagao.

As curvas analiticas do principio ativo MIBI apresentaram coeficiente de
correlacdo r® maiores que 0,999. Os resultados de precisdo e exatiddo intradia para

os trés experimentos estdo apresentados nas TAB. 41, 42 e 43.

TABELA 41- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de MIBI no experimento 1.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(ng mL") (ng mL") (%) (%)

100 98,74 + 1,07 1,07 98,74
200 200,01 £ 0,98 0,49 100,01
300 298,09 + 0,83 0,28 99,36
400 398,46 + 0,96 0,24 99,62
500 499,00 £1,12 0,22 99,80

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padréo DPR: desvio-padrao relativo

TABELA 42- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de MIBI no experimento 2.

CT CMD + DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 102,08 £ 1,05 1,08 102,08
200 198,29 £ 0,73 0,37 99,14
300 297,36 £ 0,97 0,33 99,12
400 402,60 £ 0,85 0,21 100,65
500 502,39 + 1,05 0,21 100,48

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padréo DPR: desvio-padrao relativo
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TABELA 43- Precisdo (DPR) e exatiddo intradia de MIBI no experimento 3.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ng mL") (ng mL") (%) (%)

100 102,78 £1,13 1,10 102,78
200 198,00 £ 1,18 0,60 98,00
300 302,93 £ 0,78 0,26 100,98
400 401,77 £ 0,74 0,18 100,44
500 497,29 +£1,23 0,25 99,46

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padréo DPR: desvio-padrao relativo

Os resultados de precisdo intradia, expressos como DPR, dos trés
experimentos foram inferiores a 5%. Niveis de concentragées mais baixos foram os
que apresentaram DPR maiores. A exatiddo intradia variou de 98 a 102,78%
mostrando concordancia com os valores adotados como referéncia (CT).

Os resultados de precisado e exatidao interdia sdo mostrados na TAB. 44.

TABELA 44— Precisao (DPR) e exatidao interdia de MIBI referéncia.

CT CMD = DP DPR Exatidao
(ug mL™) (ug mL™) (%) (%)

100 101,20 £ 1,08 1,07 101,20
200 198,77 £ 0,96 0,48 99,38
300 299,46 + 0,86 0,29 99,82
400 400,94 £ 0,85 0,21 100,23
500 499,56 + 1,13 0,23 99,91

CT: Concentragao tedrica CMD: concentragao média determinada

DP: desvio-padrédo DPR: desvio-padréo relativo

Os valores de DPR e exatidao interdia estdo dentro da faixa de aceitacao
estabelecidos pela ANVISA (4). DPR maximo foi de 1,07 e exatidao de 101,20%.

O teor de principio ativo MIBI encontrado foi de 0,97 mg, correspondendo
a 97,4% do valor em bula (1,00 mg). O LD e LQ determinados foram 0,965 ug mL™" e
3,217 ug mL™, respectivamente.

Os ensaios de estabilidade foram realizados para o método CLAE, CP e
CCD (TAB. 45) 3 meses ap0s data de fabricacao.
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TABELA 45- %Pureza radioquimica do Sestamibi->**"Tc nos estudos de estabilidade.

Pureza Radioquimica (%)

Método
Data da fabricacao 3 meses
CLAE 98,07 + 0,03 97,02 £0,09
CP+CCD 98,98 + 0,07 98,15+ 0,11

Observou-se diminuicdo da %PRqg para os métodos avaliados. Para o
método CLAE e CP+CCD a reducao foi de 1,07; 0,84%, respectivamente. Estes
valores séo baixos e ndo comprometeram a qualidade do radiofarmaco.

Os resultados obtidos para os parametros de validacdo determinados pelo
método CLAE mostraram-se confiavel e pode ser utilizado na rotina de controle de

qualidade de radiofarmacos.
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6 CONCLUSOES

O método para quantificacdo de SAH e analise de pureza radioquimica de
SAH-*"Tc mostrou-se seletivo, linear na faixa de concentracdo de 0 a 20 mg mL™,
preciso (DPR inferior a 4,79%) e exato (98,00- 106,50%). As condi¢des
experimentais utilizadas foram coluna Protein-Pack 300SW, modo isocratico, fase
mével constituida de cloreto de sédio (200 mmol L) em tampé&o fosfato e azida de
sédio (30 mmol L) (pH 7,50), fluxo da fase mével 1,0 mL min™', volume de amostra
de 100 uL, e temperatura do forno de 25 °C.

O método para a quantificacdo de EC e ECD e andlise de pureza
radioquimica de EC-*"Tc e ECD-**"Tc, mostrou-se seletivo, linear na faixa de
concentragdo de 0 a 500 pg mL™”, preciso (DPR inferior a 4,11%) e exato (95,38-
103,65%). As condicGes experimentais utilizadas foram coluna Shim-pack 250 mm,
modo gradiente linear de 100% fase aquosa (pH 2,50) a 100% de fase organica, fase
mével constituida de tampado fosfato: etanol, fluxo da fase mével 1,0 mL min™,
volume de amostra de 20 uL e temperatura do forno de 25 °C.

O método proposto pela Farmacopéia Européia para quantificacdo de MIBI
e andlise de pureza radioquimica de Sestamibi-*"Tc mostrou-se seletivo, linear na
faixa de concentracdo de 0 a 500 ug mL™, preciso (DPR inferior a 1,16%) e exato
(98,00- 102,78%)

Os limites de detecgcao e quantificacao indicaram que a metodologia é
eficiente para quantificar, no minimo 19,23; 0,90; 0,94 e 3,22 ug mL™", os RL SAH,
EC, ECD e MIBI, respectivamente.

A validacdo das metodologias de andlises para os radiofarmacos
estudados foi executada cumprindo as recomendacdes da ANVISA, e encontram-se
disponiveis para uso na rotina de controle de qualidade de radiofarmacos produzidos
na DIRF.
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