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RESUMO

O cancer envolve um conjunto de patologias responsaveis por grande parte das
mortes no mundo. Por ser um tipo de doencga recorrente e progressiva ao longo do
tempo, sdo necessarios métodos de diagnostico que levem a sua deteccao precoce,
aumentando a resposta do paciente ao tratamento e, consequentemente, suas
expectativa e qualidade de vida. Diversas técnicas de Medicina Nuclear séo
empregadas com a finalidade de deteccéo de carcinomas, dentre elas destaca-se a
Tomografia por Emissdo de Positrons aliada a Tomografia Computadorizada
(PET/CT), que utiliza radiofarmacos. Estudos realizados com a 3’-fluoro-
desoxitimidina (**FLT) mostram que esse radiofarmaco é mais especifico que o
BEDG ([*®F] Fludesoxiglicose) para marcacgéo das células tumorais, aumentando a
qualidade do diagnéstico. Devido a importancia desse radiofarmaco, o presente
projeto visou estabelecer procedimentos de sintese e controle da qualidade do *®FLT
na Divisdo de Producédo de Radiofarmacos (DIPRA) do Centro Regional de Ciéncias
Nucleares do Nordeste (CRCN-NE), bem como investigar a pureza radioquimica do
produto. O rendimento radioquimico médio obtido foi 3,97 + 1,31%, tendo o produto
pureza radioquimica = 95%. As impurezas quimicas quantificadas foram menores do
que 0,1 mg/mL, a concentracdo de etanol nas amostras foi menor que 10%, bem
como acetonitrila esteve abaixo de 0,04%. A pureza radioquimica do produto foi
investigada frente fatores como pH, temperatura e adicdo de estabilizante. Em todas
as condicdes, a pureza radioquimica foi mantida constante. Foi possivel sintetizar o
radiofarmaco proposto com boa pureza radioguimica, bem como 0s outros requisitos
preconizados por compéndios oficiais. As metodologias para controle da qualidade
do radiofarmaco foram estabelecidas e, quando necessario, validadas. Todos os
critérios farmacopeicos, com base na monografia da Farmacopeia Europeia de
BELT e outros compéndios oficiais, como a Farmacopeia Americana, foram
alcancados. Este trabalho podera servir como guia para implementacdo deste novo
radiofarmaco no CRCN-NE, possibilitando a distribuicho comercial deste para

hospitais de Recife e Regidao Nordeste.

Palavras-chave: Radiofarmacos. ®FLT. Radiotracador.



ABSTRACT

Cancer involves a set of pathologies responsible for most of the world's deaths.
Because it is a recurrent and progressive type of disease over time, diagnostic
methods that lead to their early detection are necessary, increasing the patient's
response to treatment and, consequently, their expectations and quality of life.
Several techniques of Nuclear Medicine are used for the detection of carcinomas,
among them the Positron Emission Tomography allied to Computed Tomography
(PET/CT), which uses radiopharmaceuticals. Studies performed with 3'-fluoro-
deoxythymidine (**FLT) show that this radiopharmaceutical is more specific than
BEDG ([*®F] Fludeoxyglucose) for labeling tumor cells, increasing the quality of the
diagnosis. Due to the importance of this radiopharmaceutical, the present project
aimed to establish procedures for the synthesis and quality control of *FLT in the
Division of Radiopharmaceuticals Production (DIPRA) of the Regional Center of
Nuclear Sciences of the Northeast (CRCN-NE), as well as to investigate the
radiochemical stability of product. The average radiochemical yield obtained was
3.97 + 1.31%, the product having radiochemical purity =2 95%. The quantified
chemical impurities were lower than 0.1 mg/mL, ethanol concentration in the samples
was less than 10%, as well as acetonitrile was below 0.04%. The radiochemical
purity of the product was investigated against factors such as pH, temperature and
addition of stabilizer. In all conditions the radiochemical purity was kept constant. It
was possible to synthesize the proposed radiopharmaceutical with good
radiochemical purity, as well as the other requirements recommended by official
compendia. The methodologies for controlling the quality of the radiopharmaceutical
were established and, when necessary, validated. All pharmacopoeia criteria based
on the European Pharmacopoeia monograph of **FLT and others official compendia,
like United States Pharmacopoeia, were achieved. This work may serve as a guide
for the implementation of this new radiopharmaceutical in the CRCN-NE, making
possible the commercial distribution of this to hospitals in Recife and Northeast

Region.

Keywords: Radiopharmaceuticals. ®FLT. Radiotracer.
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1 INTRODUCAO

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o numero de casos de
cancer diagnosticados no Brasil tende a aumentar com o passar dos anos, segundo
tendéncia mundial. Estima-se que, em 2018, serdo diagnosticados cerca de 68.220
novos casos de céancer de prostata, 59.700 novos casos de cancer de mama
feminino e 36.360 novos casos de cancer de coélon e reto (INCA, 2018).

O aumento esperado no numero de novos casos de cancer torna necessaria
a busca por métodos que possam diagnosticar mais precocemente esta patologia e,
nesse aspecto, a Tomografia por Emissao de Pésitrons (PET), aliada a Tomografia
Computadorizada (CT), é uma das metodologias mais utilizadas mundialmente. O
PET, primeiramente proposto para o diagnostico de enfermidades em 1951, € um
exame que possibilita a deteccdo precoce de diversas patologias, além do cancer.
Dentre as vantagens deste exame destacam-se o fato de 0 mesmo nao ser invasivo,
indicar com grande confianca a posicdo e o tamanho de tumores (quando associada
a CT) e, ainda, permitir que informacdes metabdlicas e anatdbmicas sejam
adquiridas. Esta técnica esta baseada na administragcdo ao paciente de um
radiofarmaco emissor de pésitrons. Logo ap6s sua emissédo, o poésitron interage com
um elétron, dando origem a pares de fétons de 511 keV, emitidos em sentidos
opostos, que serdo utilizados na formacdo de imagens anatbmicas e metabdlicas
dos pacientes, evidenciando areas onde houve a maior captacdo de radiofarmacos,
gue no caso, serao os tumores (ROBILLOTA, 2006; SAHA, 2005).

No Brasil, a diversidade de radiofarmacos utilizados em PET é menor do que
a mundial, sendo que o radiofarmaco mais sintetizado e utilizado atualmente para
esta finalidade é o *®F-Fludeoxiglicose (**FDG). Tal radiofarmaco funciona como um
analogo da glicose, utilizada em maior quantidade pelas células tumorais do que
pelas células normais, o que possibilita a diferenciacdo das mesmas (ZHANG et al,
2012).

Desde o inicio da producdo, o Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste (CRCN-NE), distribuiu cerca de 4 mil e 200 doses de'®FDG, beneficiando
pacientes da regido Nordeste do Brasil. Estima-se que, disponibilizando novos
radiofarmacos, o Centro ofereca alternativas mais especificas, as quais podem

beneficiar a populagcéo, em especial, a Nordestina.
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Apesar de ser o radiofarmaco para PET mais usado mundialmente e o Unico
produzido no CRCN-NE, a desvantagem do **FDG é que, células que possuem
naturalmente metabolismo alto e, consequentemente consomem altas taxas de
glicose (como as células cerebrais e as do miocéardio), podem ser confundidas com
células tumorais, ja que o °FDG se liga as células citadas e sinaliza uma falsa
ocorréncia de tumor. Além disso, pelo fato de sitios inflamatorios apresentarem
grande atividade glicolitica celular, estes também s&o radiomarcados por ‘°FDG,
dificultando a delimitacdo do que € tumor e do que € inflamac&do. Para isso,
necessita-se de um radiofdrmaco que se ligue preferencialmente a células
neoplasicas, mas nado as células normais. Neste cenério é que surge o radiotracador
3'-fluoro-desoxitimidina (**FLT) (ROBILLOTTA, 2006; SAHA, 2005; ZHANG et al,
2012).

O 8FLT, investigado desde 1998, é um andlogo da timidina, a qual é
transformada em nucleosideos dentro das células, possibilitando a proliferacdo
destas. Uma caracteristica comum dos carcinomas é o aumento na taxa basal de
proliferacéo celular, o que requer maior sintese de moléculas organicas essenciais
as células, como o DNA, RNA, proteinas e lipidios. Vale ressaltar que os DNA e
RNA humanos séo basicamente constituidos por cinco bases nitrogenadas: adenina,
citosina, guanina, uracila e timina. As bases nitrogenadas séo ligadas a um anel de
desoxirribose e se tornam nucleotideos, sendo a timina transformada no nucleosideo
timidina por meio de sua ligacdo ao anel desoxirribose. Dentro das células, a
timidina e os outros nucleosideos podem ser fosforilados e originar nucleotideos, os
quais sao as pecas chave para sintese do DNA e proliferacdo celular (BADING;
SHIELDS, 2008).

Logo, nas células tumorais, a captacdo do *®FLT é maior do que em células
normais, o que possibilita a deteccdo de tumores com alta taxa de proliferacéo,
permitindo também a diferenciacéo entre areas em funcionamento normal, como o
cérebro, das areas tumorais. O radiofarmaco em questao ja é difundido na literatura
e se apresenta como inovador no meio diagnostico (VESSELLE et al., 2002). Na
Regido sudeste do Brasil, o radiofarmaco em questéo ja foi sintetizado e esforgcos
vém sendo empregados para sua disponibilizacdo clinica, como se pode constar nos
trabalhos de Tafas (2014) e Zanette (2013). Porém, na regido Nordeste, nenhum

centro de radiofarmécia disponibiliza *FLT, seja para pesquisa ou para diagnéstico.
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Dessa forma, este trabalho objetivou o estabelecimento de procedimentos
para sintese e controle da qualidade do radiofarmaco **FLT, por meio de adaptacéo
dos métodos de producdo de ®FDG, bem como da estrutura do CRCN-NE para

realizacdo dos ensaios de controle da qualidade do produto acabado.

Os objetivos especificos foram:

e Adaptar os protocolos e procedimentos de sintese, validados para ‘°FDG, para
obtencao do radiofarmaco ‘°FLT;

e Estabelecer ou adaptar metodologias para investigar a qualidade do produto, seja
fisico-quimico ou microbioldgico. Esta etapa utilizou das metodologias preconizadas
pela Monografia de *®FLT, presente na oitava edicdo da Farmacopeia Europeia (EP);
e Validar, no caso das metodologias ndo farmacopeicas, as metodologias utilizadas no
controle da qualidade do produto;

e Estudar a influéncia dos parametros temperatura, pH e adicdo de estabilizante na

pureza radioquimica do produto acabado.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  METABOLISMO CELULAR E CANCER

Naturalmente, as células humanas estdo em constante processo de
renovacdo e multiplicacdo. Tais processos ocorrem devido a necessidade de
reparos, modificagfes favoraveis ao organismo ou até mesmo pela necessidade de
células novas para o funcionamento normal dos tecidos. Para que o0s processos de
renovacdo e multiplicacdo ocorram € necessaria a utilizagdo de energia e de
substratos pelas células, o que aumenta a demanda energética e molecular. O
processo de aumento da demanda energética e molecular pode ser um processo
fisiolégico, que ocorre normalmente, ou patoldgico, que ocorre no caso das
neoplasias (DE BERARDINIS et al., 2008; FERREIRA, 2010; ZHAO et al., 2013).

Existem dois tipos de neoplasias, isto €, duas formas de classificar o
desenvolvimento e multiplicacdo anormal de células. As neoplasias benignas podem
ser classificadas como o crescimento anormal de células muito parecidas com as
células do tecido normal no qual se originaram. Este tipo de neoplasia tem taxa de
crescimento lenta, ndo metastiza e nem invade os tecidos vizinhos. Como exemplos
de neoplasias benignas podem ser citados o lipoma de célon e o meningioma de
cérebro (SHEAR, 2002). As neoplasias malignas, ou canceres, sdo compostos por
células bastante diferenciadas das células de origem, possuem alta taxa de
proliferacdo e podem metastizar e invadir tecidos. Como exemplo destas podemos
citar o carcinoma renal e o hepético (KLATT, 2017).

O céancer envolve um grupo de patologias que geram modificacdes em
células e em moléculas béasicas ao funcionamento celular, como os lipideos,
carboidratos e proteinas. As caracteristicas metabodlicas das células cancerigenas
diferem das do metabolismo nas células normais, no sentido de que as
cancerigenas sdo mais dependentes da glicOlise aerobica (efeito Warburg), da
glutamindlise e da sintese de acidos graxos para proliferacdo (CAIRNS et al., 2011,
DEBERARDINIS et al., 2008; VANDER HEIDEN et al., 2009). Logo, as
modificacdes nos perfis moleculares devido as alteragbes metabdlicas, causadas
pelos canceres, tornam possivel identificar e rastrear as células cancerigenas.

Mundialmente, as técnicas mais utilizadas para deteccdo e rastreamento de

tumores envolvem métodos de medicina nuclear, como por exemplo, a Tomografia
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Computadorizada por Emissdo de Foton Unico (SPECT) e a Tomografia por
Emisséo de Positrons (PET) (CHUNG, 2002; NESTLE et al., 2005). Estas técnicas
utilizam das caracteristicas e especificidade dos radiofarmacos para deteccédo de
diversos tipos de canceres. No caso do SPECT, sdo utilizados radiofarmacos
emissores de radiagdo gama. No caso do PET, os radiofarmacos sdo compostos de
um radionuclideo emissor de positrons e um farmaco especifico ao tipo de tumor a
ser detectado (SAHA, 1998).

Ainda sobre o SPECT, as imagens obtidas consistem em um conjunto de
imagens planas, que descrevem a distribuicdo da radioatividade no paciente. Os
cortes tomograficos transaxiais sdo obtidos a partir de técnicas de reconstrucédo
tomografica. Para isso, uma camera convencional é girada em torno do paciente,
registrando uma imagem em cada angulo (POZZO, 2005). Uma das desvantagens
do SPECT ¢é a formacdo de imagens com menor resolucdo, bem como maior
quantidade de artefatos, em comparacéo as imagens obtidas por meio do PET.

2.2 PETICT

A Tomografia por Emisséo de Pdsitrons (PET) € uma modalidade diagnéstica
que se tornou indispensavel para a deteccdo e o acompanhamento de diversos tipos
de cancer. O componente chave do PET sdo os radiotracadores, ou farmacos
marcados com radionuclideos emissores de pésitrons (IAEA, 2012).

A imagiologia médica € considerada uma maneira sofisticada e menos
invasiva de visualizar as estruturas anatdémicas corporais. Os raios X, a Tomografia
Computadorizada (CT) e a ressonancia magnética nuclear (RMN) permitem a
obtencdo de imagens finamente detalhadas das estruturas do organismo. Porém,
algumas vezes sdo necessarias, além da imagem anatdmica, imagens que mostrem
as funcdes fisioldgicas dos 6rgdos e ndo apenas de suas delimitacbes anatémicas.

Imagens que fornecem informacdes fisioldgicas sobre um determinado 6érgao
ou sobre o organismo em si podem ser adquiridas por meio do decaimento de
radioisotopos ligados a moléculas com propriedades bioldgicas conhecidas, ou seja,
podem ser adquiridas utilizando-se radiofarmacos (OLLINGER; FESSLER, 1997).

Num exame PET tipico, o radiofarmaco € injetado por via intravenosa e sao
fornecidos dados sobre a concentracdo de radiofarmacos nos tecidos e sobre os

orgaos marcados ao longo do tempo. Estes dados sdo combinados com uma
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estimativa do tempo da concentracao plasmatica do radiofarmaco, o que representa
a sua absorcao pelo tecido, e sao processados com um modelo compartimental
contendo equagfes que descrevem o0s processos de transporte e reacdo que O
radiofarmaco sofre (PHELPS, 2000; RAICHLE, 1983).

Com relagdo a aquisicAo de imagens por meio da PET, existem Varios
protocolos internacionalmente estabelecidos. Antes da aquisicdo das imagens, sao
realizados diariamente testes de controle da qualidade, como os de transmisséo,
emissado e scan de referéncia. ApOs a administracdo de radiofarmacos marcados
com fldor 18, espera-se entre 30-60 minutos para que o radiofarmaco se acumule
nos orgaos de interesse e se dé o inicio do exame, que pode durar entre 20 a 45
minutos, dependendo da estatura do paciente e do aparelho utilizado (BASU et al.,
2011).

Em regides como o térax e o abdémen, a demonstracdo do aumento da
captacdo de alguns radiofarmacos em imagens PET é limitada. Isto devido ao fato
de que, por serem regides complexas e com muitos 6rgaos, ndo é possivel obter
uma localizacdo exata da captacdo do radiofarmaco para uma estrutura especifica,
por exemplo, com a precisdo de que um tumor seria visto numa imagem de CT.
Teoricamente, € possivel fazer o alinhamento post-hoc de imagens obtidas
separadamente com o scanner PET e com o scanner CT, o que € uma técnica dificil
devido ao deslocamento da posi¢do dos 6rgaos, que pode ocorrer com 0 movimento
do paciente e pode até depender da curvatura dos leitos dos scanners (KINAHAN et
al., 1998).

Para resolver a problematica da dificuldade das imagens PET em mostrar a
localizacdo real dos radiofarmacos absorvidos, um UGnico tomografo com a
capacidade de adquirir imagens PET e CT anatbmicas foi desenvolvido com
colaboracdo entre a Universidade de Pittsburgh e a Siemens. O objetivo do
tomégrafo em questdo foi originar um equipamento para imagens oncoldgicas que
forneca imagens anatbmicas e funcionais corretamente alinhadas (KINAHAN et al.,
1998; OLLINGER; FESSLER, 1997).

SO por volta de 2001 o primeiro scanner PET/CT foi utilizado clinicamente,
aumentando a acuracia na deteccao de patologias. A juncédo da CT ao PET, aléem de
fornecer informacdes anatbmicas, também permite a corre¢cdo da atenuacdo dos
fétons que sado absorvidos pelo corpo do paciente. Ou seja, as imagens adquiridas

por PET/CT fornecem informagcbes mais exatas sobre a localizagcdo dos
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radiofdrmacos até mesmo em &reas mais profundas do corpo do paciente
(ELSINGA, 2012; OLLINGER; FESSLER, 1997; BASU et al., 2011; SCOTT,
HOCKLEY, 2012).

Logo, o PET/CT, desde sua criagdo, tornou-se um importante método de
imagem para diagnostico. Ao longo dos anos e a descoberta de novos
radiofarmacos e as novas técnicas de reconstrucdo de imagens, o PET vem se
tornando um meétodo robusto e exato utilizado no mundo todo, fornecendo
informacBes cada vez mais exatas e precoces acerca de diversas patologias,

principalmente o cancer.

2.2.1 Emissores de positrons, interagao e decaimento 8

Um nuclideo é um elemento quimico caracterizado por seus numeros de
massa (A) e atbmico (Z), no qual a estabilidade € determinada pelo niumero de
néutrons e prétons. Uma vez que a relacdo préton/néutron varia, o nuclideo se torna
instavel, ou seja, se torna um radionuclideo (ou radioisétopo). O radionuclideo é a
parte responsavel pela radiacdo presente nos radiofarmacos que pode voltar a
estabilidade por meio da emissdo de radiacdo ionizante na forma de particulas alfa
(a), poésitrons (B*), elétrons (B), e elétrons Auger, ou na forma de radiagdo
eletromagnética (raios X ou y) (CEMBER; JOHNSON, 2009).

Os radionuclideos com excesso de protons comparado ao numero de
néutrons podem se estabilizar emitindo pdsitrons por meio de dois processos:
emissdo de positrons (decaimento B*) ou de captura eletronica (EC). Como
esquematizado na equacdo 1, no decaimento B*, o radionuclideo pai transforma o
préton excedente em um néutron, emitindo uma particula B* € um neutrino (v)
(TURNER, 2007):

APZ —p AFZ_1+B++U (l)

O poésitron é a antiparticula do elétron, tendo a mesma massa, porém com
carga positiva. O positron emitido percorre pequenas distancias até ser freado ao
interagir com as nuvens de elétrons presentes no meio (Figura 1). O que determina
a distancia percorrida pelo pésitron, ou range, € a sua energia e a densidade das
nuvens de elétrons presentes na matéria (BASU et al., 2011).
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Poucos sd0 os elementos quimicos que emitem naturalmente pésitrons. O “°K
€ um exemplo de emissor natural de pdsitrons, comum na superficie terrestre e que
possui meia-vida em torno de 1,251 x 10° anos (NOYES et al., 1977). Entretanto, a
maioria dos radionuclideos emissores de pdsitrons precisam ser sintetizados em

aceleradores de particulas do tipo ciclotron.

Figura 1 — Esquema da emissdao, interacao e aniquilacdo dos pésitrons emitidos por

decaimento B".
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Fonte: modificado de Raichle, 1983.

Os ciclotrons foram inicialmente construidos por volta de 1930, o que tornou
possivel a producdo de radiois6topos em quantidades abundantes para seus usos
em medicina e industria. Alguns ciclotrons sao dedicados a produc¢do de um unico
radionuclideo, como exemplo o '®F ou '°O (IAEA, 2008). Existe também uma
variedade de ciclotrons dedicados a producdo de mais de um radiois6topo, como
exemplo o ciclotron de 500 MeV, localizado no Laboratério Nacional do Canada para
Fisica de Particulas Nucleares e Ciéncia Baseada em Aceleradores (TRIUMF), e
que produz varios tipos de radionuclideos (IAEA, 2009). A tabela 1 mostra os
principais radionuclideos produzidos por ciclotrons e utilizados em exames PET. A
tabela mostra também seus tempos de meia-vida e a energia de aceleracdo

necessaria para que o radionuclideo seja sintetizado no ciclotron.
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Existem véarios exemplos de usos dos radionuclideos produzidos em
ciclotrons em medicina, biologia e diversas areas de pesquisa, embora as
aplicacbes meédicas representem a maior percentagem de uso destes
radionuclideos, principalmente como radiotracadores. Utilizar atomos radioativos
como tracador para determinar como esses atomos migram durante as reacdes
quimicas e processos biologicos se tornou um meétodo especifico e bastante

utilizado para investigacao de processos e patologias.

Tabela 1 — Emissores de pésitron ciclotron-produzidos utilizados em PET e suas

principais caracteristicas

Meia-vida Energia de aceleragéo
Radionuclideo (T10) €em para producgédo no
minutos ciclotron.
0 2,03 11-26 MeV
N 10 11-19 MeV
e 20,03 11-17 MeV
18F 109,08 8-17 MeV

Fonte: modificado de IAEA, 2008.

Atualmente o radionuclideo mais utilizado em radiofarmacos para diagndéstico
na PET é o *®F. Devido a sua meia-vida relativamente longa quando comparada aos
outros radionuclideos, o ®F permite sinteses mais longas. Esta meia-vida permite
também que o radiofarmaco possa ser levado do local de sintese até o local do
exame (ELSINGA, 2012).

O ®F é sintetizado pelo bombardeamento de &gua enriquecida com 20 por
prétons acelerados, em ciclotrons. Posteriormente & sintese, o *®F é removido da
mistura aquosa por meio de colunas de troca aniénica, onde apenas ele ficara retido.
Para eluicdo do ‘®F é utilizada solugéo de acetonitrila (CH3CN) catalisadores como o
Kryptofix ou tetrabutilaménio (TBA). Tal eluicdo é necessaria para que qualquer
residuo de agua seja retirado, o que garante a reducao das pontes de hidrogénio e,
consequentemente, a reatividade do *®F (YU, 2006).

O '8F pode ser incorporado a moléculas por meio de reacoes de substituicdo
eletrofilica ou substituicdo nucleofilica. Destes dois modos de sintese, as reacdes de
substituicdo nucleofilica sdo as mais utilizadas mundialmente, originando

radiofarmacos.
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2.2.2 Radiofarmacos PET

Atualmente, diversos ramos da ciéncia podem empregar a PET em seus
estudos, utilizando radiofarmacos, o que possibilita a necessidade pela descoberta
de novos radiotracadores e a andlise de dados mais sofisticada. A maioria dos
radiofdrmacos sdo preparacdes constituidas por duas estruturas: um farmaco e um
radionuclideo. O radionuclideo sera responsavel pela radiacdo, ja o farmaco sera o
determinante do comportamento biolégico e da biodistribuicdo do radiofarmaco
(KOWALSKY; FALEN, 2004; TEWSON; KROHN, 1998).

Estas preparagbes farmacologicas, em PET servem a duas funcgles
principais. A primeira funcdo € a utilizacdo de radiofarmacos de forma que a
preparacdo radiomarcada € administrada a um paciente e algum processo
patoldgico ou bioquimico anormal leva a uma distribuicdo anormal da preparacao, o
que torna o radiofdrmaco um tracador de patologias. A segunda funcao principal dos
radiofarmacos €, devido a sua taxa de tempo de biodistribuicdo no organismo, tornar
possivel a quantificacéo e a deducédo do dano fisioldgico ou patolégico (BALLINGER
et al., 2008; BURGER et al., 2012; TEWSON; KROHN 1998).

Pode-se pensar que todos radiofarmacos possuem acdo farmacoldgica no
organismo, o que € um equivoco. Devido ao fato dos radiofarmacos para diagnéstico
serem utilizados em quantidades pequenas para servirem apenas como
marcadores, ndo existe uma relacdo dose-resposta com os radiofarmacos PET, ao
contrario do que concerne aos farmacos convencionais (THEOBALD, 2011).

Os radiofarmacos PET, para atingirem seus objetivos diagndsticos, precisam
possuir afinidade por determinados 6rgaos ou tumores. Isto garante a especificidade
do radiofarmaco a estrutura que se deseja analisar, consequentemente também
garante a boa qualidade do exame diagndéstico. Esta afinidade é, em grande parte
dos casos, oferecida pelo componente farmacolégico ligado ao radioisétopo.
Quando depositado em um o6Orgdo especifico ou em tumores, os radiois6topos
instaveis presentes nos radiofarmacos PET tentam se estabilizar emitindo radiacdo

ionizante, o que ocorre por meio da emissao de positrons (BALLINGER et al., 2012).



27

2.2.3 ®FDG: visdo geral, sintese, aplicacdes e limitagdes

Atualmente um dos radiofarmacos mais utilizados para fins diagndsticos em
PET é o ®FDG, ou ®F-Fludesoxiglicose, que consiste numa molécula de glicose
marcada com flGor radioativo (**F). O '®FDG foi sintetizado inicialmente com a
finalidade de observar o metabolismo glicolitico cerebral, 0 que se expandiu para
estudos sobre tumores (WELCH, 2003). O '®FDG possibilita ndo s6 a deteccdo
primaria dos tumores, como também o estadiamento, a deteccdo de metastases e o
acompanhamento da terapia anticancer (KOSTAKOGLU et al., 2003).

O '®FDG funciona como um anélogo da glicose, utilizada em maior
guantidade por células tumorais do que por células normais, pois o tumor apresenta
alta taxa proliferativa, precisando de muita energia para sintetizar estruturas para se
expandir, 0 que aumenta sua taxa de metabolismo glicolitico. O chamado “Efeito
Warburg”, predominante em células tumorais, € conhecido como responsavel pelos
aumentos proliferativo e glicolitico dos tumores, bem como o aumento do potencial
maligno tumoral (HEIDEN et al., 2009).

Para serem sintetizados, tanto o '®FDG quanto outros radiofarmacos de
mesma complexidade, precisam passar por processos de radiomarcagao que, Como
0 home sugere, consiste em adicionar o radioisétopo a estrutura do farmaco. O tipo
de radiomarcacdo depende de qual radionuclideo esta sendo empregado e das
propriedades quimicas do farmaco que sera marcado (ROBILLOTTA, 2006).

Os processos de radiomarcacdo e sintese sdo feitos, geralmente, em
equipamentos automatizados conhecidos como mdédulos de sintese. Os mddulos
automatizados garantem uma menor dose de exposicdo ocupacional, maior
reprodutibilidade das reacdes de sintese, a reducdo do tempo total de sintese e a
definicdo de protocolos com todas etapas exatas a serem seguidas (IAEA, 2012;
WELCH, 2003).

Ap6s todo processo de sintese, é necessario assegurar a qualidade do *FDG
produzido para que, assim, ele possa ser distribuido e utilizado em diagndstico.
Atualmente as farmacopeias Americana (USP) e Europeia (European
Pharmacopoeia, EP) sé@o as utilizadas em radiofarmacia para estabelecer os testes
de controle da qualidade para assegurar que o *®FDG sintetizado esteja dentro dos

padrdes aceitaveis.



28

Os testes estabelecidos pelas USP e EP para atestar a qualidade das
amostras de *®*FDG s&o: identidade radionuclidica, identidade e pureza radioquimica,
pureza quimica (solventes residuais e residual de Kryptofix), pH, esterilidade e
endotoxinas bacterianas (EP, 2013; USP, 2008; YU et al., 2006).

Uma das limitacdes do °FDG é o fato de que células que possuem,
naturalmente, metabolismo glicolitico alto e precisam de altas taxas de glicose
(como exemplo as células cerebrais e as miocardicas) podem ser confundidas com
células tumorais, pois 0 *®FDG se liga as células citadas e mimetiza a ocorréncia de
um tumor (ROBILLOTA, 2006; SAHA, 2008). Além disso, processos inflamatorios ou
infecciosos podem ser confundidos com tumores quando se utliza deste
radiofarmaco. O '®FDG nao é (til na deteccdo de tumores que ndo apresentam
metabolismo glicolitico alterado, como exemplo o cancer de préstata (GROOVES et
al., 2007; MENEZES et al., 2009).

A absorcdo de '®FDG em doencas granulomatosas, inflamacao,
processos de reparacdo pos-terapéutica, musculos, lesbes fibroticamente ativas e
tecido adiposo marrom pode levar potencialmente a resultados falsos positivos
(LIND et al., 2004).

Além disso, casos envolvendo massas metastaticas de carcinoma de
células renais, nédulos de pulmdo metastaticos de neoplasia extrapulmonar,
carcinomas broncoalveolares e alguns carcinomas de mama ductais e lobulares
invasivos ja foram investigados com '®FDG, sendo sinalizados como casos falso
negativos (BERGER et al., 2000; KIM et al., 1998; MONTRAVERS et al., 2000;
AVRIL et al., 2000).

Para vencer as limitagdes do '®FDG, diversos novos radiofarmacos vém
sendo sintetizados e descobertos. Dentre estes se destaca o ‘°FLT, ou fluoro-
desoxitimidina, que sera profundamente abordado neste trabalho, e é um
radiofarmaco que se liga preferencialmente a células neoplasicas com alta taxa de
proliferacdo, com captacdo muito baixa em células normais (KOSTAKOGLU et al.,
2003; ROBILLOTA, 2006; SAHA et al., 2012; ZHANG et al., 2012).

2.3 BFLT

O '8FLT, ou 3-fluoro-desoxitimidina, é um novo radiofarmaco que vem sendo

investigado como tracador da proliferacéo celular. Isso porque o **FLT é um anéalogo
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da timidina, a qual é transformada em nucleotideos dentro das células, possibilitando
a proliferacdo destas. Logo, nas células tumorais, a captacdo do **FLT é maior do
gue em células normais, o que possibilita a deteccdo de tumores com alta taxa de
proliferacéo, permitindo também a distingcdo entre areas em funcionamento normal,
como o cérebro, das areas tumorais. O radiofarmaco em questéo ja é difundido na

literatura e se apresenta como inovador no meio diagnostico (ZHANG et al., 2012).
2.3.1 Historico

O FLT foi originalmente sintetizado como um agente antineoplasico e
antirretroviral, e, conceitualmente, € semelhante a azidotimidina, o primeiro agente
anti-HIV estudado. Um anélogo nao radioativo da timidina, o [*°F]3-fluoro-3-desoxi-
timidina (*°FLT) foi sintetizado por volta de 1969 com a funcédo de agente antitumoral
(LANGEN et al., 1969). Logo em seguida, o ®F-FLT foi sintetizado depois que
pesquisadores descobriram as propriedades anti-HIV da azidotimidina. Nos ensaios
iniciais, realizando-se testes em pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida na fase | da doenca, verificou-se que o *®F-FLT ofereceu alta toxicidade a
doses clinicamente Uteis, o que inviabilizou seu uso terapéutico (FLEXNER et al.,
1994).

Posteriormente, estudos farmacolégicos do ' FLT evidenciaram que este
poderia ser administrado com seguranca em doses utilizadas em PET. Estudos
pilotos com '®FLT em animais e pacientes demostraram que, se utilizado como
marcador, o ®FLT produz imagens de alto contraste nas areas de tumores e de
tecidos em proliferacdo (SHIELDS et al., 1998; VESSELLE et al., 2002).

Ap6s a descoberta de que °FLT foi capaz de sinalizar tumores e outros
tecidos com alta taxa de proliferacdo, sua aplicacdo em PET se ampliou e gerou
varios outros estudos acerca das propriedades, da sintese, da especificidade e da
capacidade de deteccao tumoral. A partir de tais estudos diversos trabalhos foram
publicados, o que fortaleceu a importancia do *FLT como um radiofarmaco mais
especifico para deteccdo e distincdo entre tumores e tecidos normais (BEEN et al.,
2004; SHIELDS et al., 1998; SHIELDS, 2003; VESSELLE et al., 2012).

Recentemente, estudos realizados no Brasil avaliaram e validaram a sintese,
a gualidade e ensaios de viabilidade metabdlica e toxicidade clonogénica em
amostras de ®FLT (NASCIMENTO, 2014; ZANETTE, 2013). Tais estudos reforcam
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a necessidade de expansdo da sintese e da utilizacdo de ®*FLT em exames PET, o
que pode vir a fornecer maiores sensibilidade e especificidade na deteccdo e
acompanhamento de tumores.

Por ser analogo & timidina, um tipo de nucleosideo, o *®FLT é internalizado
nas células por transportadores de nucleosideos, é fosforilado e acumula-se no meio
intracelular. Este processo serd abordado a seguir para que se possa entender 0s
mecanismos de acdo que tornam o ®FLT um 6timo marcador de processos
proliferativos e um radiofarmaco promissor para deteccdo e estadiamento de
tumores, bem como promissor também no acompanhamento da terapia antitumoral.

Com relacdo & farmacocinética de '°FLT, j4 se sabe que este radiofarmaco
fica acumulado em 6rgédos que possuem alta taxa de proliferacdo, como a medula
6ssea. Parte da atividade de |FLT fica retida no figado, onde este passa por
processos de glicuronidacdo, de forma que o '®FLT ligado ao glicuronideo
representa 25% da atividade total no plasma ap6s 60 minutos da administracédo, o
que torna o *®FLT mais hidrossoltvel. A eliminacédo de *®FLT é predominantemente
renal (BADING; SHIELDS, 2008).

2.3.2 Sintese, degradacdo e acumulo de nucleotideos

O DNA ou ADN (acido desoxirribonucleico) € a molécula organica chave da
maioria dos seres vivos, e que contém instru¢cdes genéticas para coordenar o
funcionamento e desenvolvimento de todas as células. Como esquematizado na
Figura 2, o DNA é composto de nucleotideos, que sado diversas estruturas ligadas
entre si. Os nucleotideos citados sé@o polimeros compostos por uma molécula de
acucar contendo cinco carbonos (pentoses), um grupo fosfato (acido fosférico) e

uma base nitrogenada.
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Figura 2 — Esquematizacdo da estrutura do DNA e de um nucleotideo.
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As bases nitrogenadas podem ser puaricas (adenina e guanina) ou
pirimidinicas (citosina ou timina). Destas quatro bases nitrogenadas, s6 a timina néo
constitui o RNA (acido desoxirribonucleico), o que torna esta base um marcador util
para estudos sobre o DNA. Quando uma base nitrogenada esta ligada apenas ao
acucar, sem o grupo fosfato, origina-se um nucleosideo que, dentro da célula,
podera ser fosforilado e originar um nucleotideo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2012;
PIERCE, 2004). As bases purinicas e pirimidinicas sdo esquematizadas na Figura 3,
sendo a uracila constituinte apenas do RNA. Observa-se que as puricas sdo
constituidas quimicamente por um anel de seis lados ligado a um anel de cinco
lados. J& as pirimidinicas sdo formadas apenas por um anel de seis lados. O
grupamento fosfato constitui num atomo de fosforo ligado a quatro atomos de
oxigénio, o qual, devido a sua carga negativa, confere acidez as moléculas de DNA
e RNA (CLOWNEY et al., 1996; PIERCE, 2004).

Para originar as moléculas de DNA, os nucleotideos ligam-se entre si por
meio de ligacdes fosfodiéster, que sdo ligacbes fortes, do tipo covalente. Ao fim da
juncéo de vérios nucleotideos, sdo formados polinucleotideos e, por fim, a molécula
de DNA ou RNA (PIERCE, 2004).

A sintese de nucleosideos pode ser feita por duas vias distintas. A primeira
a via de novo, que produz os nucleosideos a partir de aménia, ribose, gas carbénico

e aminoacidos. A segunda € a via de recuperacdo, que recicla as bases
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nitrogenadas livres e 0s nucleosideos, ambos resultantes do metabolismo dos
acidos nucleicos (PIERCE, 2004).
Figura 3 — Bases nitrogenadas. Purinas (adenina e guanina) e pirimidinas

(timina, citosina e uracila), respectivamente.
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Fonte: modificado de CLOWNEY et al., 1996.

Na biossintese das pirimidinas utiliza-se o aminoacido &cido aspartico para a
sintese dos anéis pirimidinicos. Na via de novo, seis rea¢gfes de biossintese sdo
realizadas, dando origem a uridina monofosfato (UMP), que originara uridina
trifosfato (UTP), citidina trifosfato (CTP) e timidina monofosfato (TMP),
respectivamente. Na via de recuperacao ocorre a presenca da familia das enzimas
timidina quinase (TK). Estas enzimas fosforilam a timidina que foi obtida de fontes
externas, para produzir timidina monofosfato (VOET; VOET, 2006).

As timidina quinase (TK) estdo presentes nas células de mamiferos em duas
configuragbes: TK1 e TK2. A TK1 é classificada como uma enzima altamente
envolvida na proliferagcdo celular, praticamente sem atividade nas células
quiescentes, e abundantemente ativa nas células em proliferacao, principalmente no
final da fase G1 e durante a fase S do ciclo celular, o que esté relacionado a alta
taxa de sintese do DNA. Ja é conhecido na literatura que a TK1 € a responséavel por
transformar timidina em timidina monofosfato, utilizando ATP, para em seguida
originar a timidina trifosfato. A TK2 esta presente em taxas constantes na
mitocondria durante todo ciclo celular (BADING; SHIELDS, 2008).

Dentro das células, os nucleosideos sao fosforilados e se tornam
nucleotideos. Para entrar na célula, os nucleosideos podem se difundir pela
membrana celular, pois sao hidrofilicos e, neste caso, ndo precisam de
transportadores intracelulares. Porém, apesar da hidrofilicidade dos nucleosideos,

ao longo da evolucdo as células adquiriram mecanismos de transporte e absorcao
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de nucleosideos. Atualmente existem duas classes de transportadores de
nucleosideos: a classe equilibrativa (ENT) e a concentrativa (CNT) (KONG et al.,
2004).

Da familia dos transportadores equilibrativos (ENT) ja sdo conhecidos quatro
subtipos principais: ENT 1 humano (hENT1) que transporta nucleosideos purinicos e
pirimidinicos; ENT 2 humano (hENT2), que além dos nucleosideos também
transporta bases nitrogenadas para a célula; ENT 3 humano (hENT3) que é pH
dependente; e o ENT 4 humano (hENT4), que também é pH dependente e se
localiza no cérebro e no coragdo (KONG et al., 2004).

Os transportadores concentrativos fazem o transporte ativo dos nucleosideos
por meio do gradiente de sodio e potassio, apresentando seletividade entre
nucleosideos purinicos e pirimidinicos. Desta familia ja foram identificados trés
subtipos humanos: hCNT1, que transporta nucleosideos pirimidinicos com alta
afinidade; hCNT2, que transporta predominantemente uridina e nucleosideos
purinicos; hCNT3, que transporta tanto nucleosideos purinicos quanto pirimidinicos
(KONG et al., 2004; PAPROSKI et al., 2010).

2.3.3 Mecanismo de absorcéo de ®FLT

Conhecendo-se o0s transportadores de nucleosideos, diferentes estudos
buscaram sintetizar analogos destes nucleosideos com a finalidade de analisar
processos metabdlicos e até mesmo com a finalidade terapéutica contra certos tipos
de patologia, principalmente os tumores. O *®FLT é um analogo do nucleosideo
timidina e vem sendo utilizado como ferramenta diagnostica.

Na Figura 4 observa-se a similaridade entre a molécula de timidina e o *®FLT.
Pode-se notar que a Unica diferenca entre as duas moléculas € a presenca do atomo
de fltor 18 radioativo (*®F), no carbono 3 da ribose, ao invés do grupo hidroxila
(SHIELDS, 2003). Logo, devido a esta semelhanca, o 1BELT, estimulado pelo
mecanismo de reparacao celular ou pela via de recuperacéo, atravessa a membrana
celular mediado pelos transportadores de pirimidinas (hENT1, hENT2, hCNT1 e
hCNT3), sendo 0 hENT1 o mais requerido no processo (PAPROSKI et al., 2010).

Como esquematizado na Figura 5, dentro da célula, a molécula de *®FLT,
mediada pela familia de enzimas TK, reage com grupos fosfato, originando
monofosfato de PFLT (**fFLT-MP), difosfato de ®FLT (**FLT-DP) e trifosfato de
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BELT (*®FLT-TP). Devido & substituicdo da hidroxila que existia no carbono 3, a
molécula de '®FLT n&o é incorporada as moléculas de DNA e se torna resistente a
degradacéo, acumulando-se intracelularmente. Foi visto que, em certas espécies de
mamiferos, o ®FLT é excretado na urina, sem alteracbes em sua estrutura. Em
humanos, foi verificado que 2 horas ap6s administracdo, 50% do *®FLT encontra-se
no sangue em formato de glicuronideo, apos metabolizagdo pelo figado. Por sofrer
metabolizacéo no figado, as imagens PET de tumores hepaticos obtidas com *®FLT
ficam comprometidas (BEEN et al., 2004; PAPROSKI et al., 2010; SHIELDS et al.,
2005).

Figura 4 — Nucleosideo timidina e seu analogo, ®FLT.
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Fonte: modificado de SHIELDS, 2003.

Portanto, pode-se perceber que a utilizacdo de ®FLT na aquisicdo de
imagens PET diagnosticas depende da quantidade e do tipo de transportador de
nucleosideos presente nas células, da atividade da enzima TK1, bem como da
competicdo da timidina enddgena, da taxa de reparo celular e do catabolismo dos
nucleotideos endogenos. A quantidade endogena de timidina, derivada da via de

recuperacdo, da via de novo, ou da alimentagcdo € um dos parametros que afeta



35

diretamente a absorcdo do ®FLT e, consequentemente, pode vir a afetar a

qualidade dos exames PET.

Figura 5 — Metabolismo celular da timidina e de seu analogo ‘®FLT.
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Fonte: modificado de BEEN et al., 2004.

2.3.4 Sintese do ®FLT e métodos de marcacao

Pode-se dizer que a producdo de radiofarmacos contendo 8F consiste de

seis etapas basicas: a producdo do emissor de pésitrons (‘°F), purificacdo do

emissor, secagem, marcacao do emissor com 0 precursor, retirada dos grupos

protetores, purificacdo e formulacdo do radiofarmaco.

A etapa de purificagdo do radiofarmaco pode ser realizada por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e/ou por cartuchos compactados de purificacéo, do

tipo Sep-Pak® O tipo de precursor, sua concentracdo, a temperatura e o tempo de
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sintese, 0 grau de evaporacao da acetonitrila, o tipo de eluente e a possivel adi¢éo
de solventes alcéolicos ao precursor influenciam diretamente no rendimento
radioguimico da sintese (OH et al., 2004).

Por se tratar de um novo radiofarmaco, ainda sdo realizados estudos
buscando a otimizacéo do processo de radiomarcacdo do *FLT. Atualmente existem
trés diferentes rotas de marcacdo quimica do *®F para originar ®FLT: o método de
Grierson, o método de Machulla e o método utilizando o precursor BOC nosil, o qual
sera empregado neste trabalho (BEEN et al., 2004).

O método de Grierson foi o primeiro a ser publicado, onde foi utilizado
nosilato como precursor. Por este método, o precursor, protegido na posicéo 5'-O e
na posicdo N com 4,4'-dimetoxitritil e dimetoxibenzil, respectivamente, é preparado
em sete passos de reacdo a partir de L-timidina. Apos a fluoracdo nucleofilica
(100°C, 10 min), os grupos protetores sao extraidos por oxidagdo com nitrato
amoénio ceério (CAN). Neste modo de sintese, foram relatados rendimentos
radioguimicos corrigidos de 13%, com um tempo de sintese de 100 minutos. Uma
grande desvantagem deste primeiro método foi 0 aparecimento de precipitados apos
a oxidacdo do CAN, o que originou problemas de automatizacdo e perdas de
radioatividade no passo de filtracdo dos precipitados. Outros grupos de pesquisa
substituiram o grupo protetor N-dimetoxibenzil para um grupo N-BOC, permitindo a
desprotecao facil com &cido cloridrico, evitando a formacdo de precipitados. Em
seguida, a rota de Grierson pdde facilmente ser automatizada com um modulo de
sintese comercialmente disponivel, oferecendo rendimentos radioquimicos de
11,5%, utilizando 10 mg de precursor e 33% com 40 mg de precursor. O tempo total
de sintese foi reduzido para 40 minutos (GRIERSON; SHIELDS, 2000; MARTIN et
al., 2002; YUN et al., 2003).

O método de Machulla para sintese de ®FLT foi publicado em 2000, alguns
meses apods a primeira publicacdo de Grierson e Shields. Neste estudo, dois novos
tipos de precursor foram utilizados: anidrotimidina e a anidrotimidina protegida com o
grupo dimetoxitritii (DMTr). Utilizando apenas anidrotimidina como precursora e
condi¢cbes de fluoracdo com temperatura 130 °C durante 30 min, foi relatado um
rendimento radioquimico de 5,3%. Para anidrotimidina protegida com DMTr, o
rendimento radioquimico foi de 14,3% utilizando a temperatura 160 °C durante 10
min, seguido de desprotecdo com HCI. Embora os rendimentos radioquimicos sejam

relativamente baixos em comparacdo com a sintese envolvendo nosilato, muitos
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grupos de estudo ainda utilizam este método, principalmente com anidrotimidina
protegida com DMTr como precursor (BEEN et al., 2004; MACHULLA et al., 2000).

A marcacdo do *®F pelo método do precursor BOC nosil pode ser feita em
modulos automatizados de sintese e ocorre logo apds a secagem do fluoreto com
acetonitrila, em frasco reator. Tendo ocorrido completa secagem, o precursor BOC
nosil é adicionado ao frasco contendo fluoreto, o que inicia a reacdo de marcacao.
Sob aquecimento a 100 °C, durante 5 minutos e na presenca do catalisador
Kryptofix ou TBAHCO3, o '°F se agrega ao carbono 3 da ribose e desloca o grupo
nosil, num processo denominado substituicdo nucleofilica. Apds fluoragédo, o
precursor BOC sofre hidrdlise éacida com HCI 1N, em meio aquecido
aproximadamente por 85 °C. Assim, 0s grupos protetores BOC e dimetoxitritil
(DMTT) sdo retirados da molécula, dando origem ao ‘®FLT. O processo simplificado
da sintese do *®FLT por este método é esquematizado na Figura 6 (OH et al., 2004).
Por ser reportada na literatura como uma das rotas de sintese com maior
rendimento, quando utilizados mddulos automatizados de sintese, esta foi a rota de
sintese de *®FLT empregada neste trabalho (MARTIN et al, 2002; OH et al, 2003).

Figura 6 — Reacdo simplificada de sintese do *°FLT.
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Fonte: modificado de OH et al, 2004.
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Em seguida, o '®FLT segue para o processo de purificacdo, seja por
cartuchos compactados contendo colunas de purificagdo, ou por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao modulo de sintese. Apos a purificagéo,
sdo realizados testes de controle de qualidade nas amostras de *®FLT produzidas,

0S quais serao mostrados neste trabalho.
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2.3.5 Vantagens do ®FLT sobre o ®FDG

Ap6s o surgimento da possibilidade de investigar tumores com *®FLT,
diversos estudos foram publicados e muitos outros vém sendo desenvolvidos. Em
2003, Buck et al. utilizaram imagens PET produzidas com ®FLT e ®FDG para
investigar a proliferagdo tumoral do céncer de células pequenas do pulméo.
Comparando as imagens para os dois diferentes radiofarmacos, foi possivel concluir
que a captacdo de ®FLT se correlacionou melhor & proliferacdo de tumores
pulmonares do que a captacédo do *®FDG, o que mostrou que o *FLT pode ser mais
atil como um biomarcador seletivo para a proliferacdo tumoral (BUCK et al., 2003).
Em outro estudo, Herrmann e colaboradores estudaram diferencas entre ®FLT e
BEDG na deteccdo de tumores pancreaticos. No estudo foi possivel perceber que,
nas imagens com *®FLT, foi obtida maior especificidade na deteccéo dos tumores
(HERRMANN et al., 2012).

O ®FLT também se mostrou mais util do que o **FDG no acompanhamento
da terapia anticancer. Estudando células derivadas de carcinoma epidermoéide
esofagico humano com alta taxa de proliferacéo, pode-se verificar que, dependendo
da droga citostatica utilizada, o '®FLT apresentava alteracdes especificas na sua
taxa de absorcao, o que n&o ocorreu com *FDG. Este modo especifico da captacao
de ®FLT dependente da quimioterapia utilizada deve ser levado em conta nos
estudos PET usando ®FLT para o monitoramento do tratamento (DITTMANN et al.,
2002).

Outro estudo também reforcou a importancia do *®FLT no acompanhamento
do tratamento anticancer. Utilizando experimentos in vivo com camundongos
portadores de cancer de células escamosas, foi possivel reforcar a ideia de que o
BELT pode ser utilizado para monitorar a resposta a radioterapia externa. Isto abre
possibilidades de futuros estudos clinicos adicionais para comparar as propriedades
do ‘8FLT a diversos outros marcadores (MOLTHOFF et al., 2007).

Barthel e colaboradores, em 2003, puderam observar que, entre o ®FLT e o
8EDG, o primeiro mostrou maior captacdo no sangue, plasma, figado, rins e
intestino delgado e uma menor captacdo no cérebro, medula espinhal, coracdo e
musculo, areas onde o diagnéstico com PET utilizando ®FDG pode oferecer
dificuldades de resolucdo (BARTHEL et al., 2003).Na Figura 7 pode-se evidenciar

que FLT é mais especifico do que '®FDG para a deteccdo de tumores cerebrais.



39

Com '®FDG uma grande &area cerebral foi radiomarcada e, com *FLT, menor foi a
area radiomarcada e mais evidente ficou o tumor.

Um dos estudos comparativos mais importantes envolvendo *FDG e *®FLT é
o de Liu e colaboradores (2012). Neste estudo foi reportado um caso de uma
paciente que apresentava lesdes na mama, a qual passou por PET com ®FLT a fim
de detectar se as lesdes eram benignas ou malignas. Entretanto, nenhuma captacéo
de '®FLT foi observada na mama, mas houve captacdo no mediastino anterior
direito. As imagens PET do '®FDG mostraram uma leve captacdo deste
radiofdrmaco apenas nas les6es mamarias. Posteriormente, uma andlise patoldgica
de timectomia foi realizada comprovando a presenca de timoma, e nao de cancer de

mama como seria indicado pelo PET apenas com *FDG (LIU et al., 2012).

Figura 7 —Imagens PET de paciente com tumor cerebral. As areas mais
alaranjadas representam a captura do radiofarmaco. A esquerda imagem obtida com
EDG. A direita, imagem obtida com °FLT.

Fonte: modificado de CHEN et al, 2005.

Um problema caracteristico do '®FDG é sua afinidade por tecidos
inflamatorios. Durante o processo de quimioterapia e radioterapia, podem ocorrer
pontos de inflamacdo nas &areas tumorais, o que aumenta a captacdo do BEDG
pelos tumores e sinaliza erroneamente uma ineficacia na terapia antitumoral. Vale
lembrar que as células inflamatérias geralmente possuem baixa taxa de proliferacédo
e, por ser um radiofarmaco especifico da proliferacdo celular, o *®FLT n&o se liga as
células inflamatérias e pode exatamente refletir a resposta tumoral frente a terapia e
reduzir o numero de casos falso-positivos em relacdo ao BEDG (DE SAINT-
HUBERT; BREPOELS; MOTTAGHY, 2010). Um caso pratico deste fato pode ser
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visto na Figura 8, onde é possivel constatar que, em estudo com ratos, **FLT n&o se
ligou a pontos de inflamacdo (WAARDE et al., 2003).

Apesar de ser um radiofarmaco relativamente novo em comparacdo ao
BEDG, varios estudos ja elucidaram o papel do ®FLT no diagnéstico e
acompanhamento de alguns canceres. O PET com '®FLT é uma ferramenta
promissora para a geracao de imagens de cancer de mama primario e metastases.
Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar a utilidade clinica do *®FLT para
caracterizacdo de tumores primarios, deteccdo de metastases linfonodais e

monitoramento da resposta tumoral & terapia (SMYCZEK-GARGYA et al., 2004).

Figura 8 — Imagens PET de ratos com areas tumorais e de inflamac¢&o. Em A temos
imagem obtida com FLT. Em B, imagem obtida com '*FDG.
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Fonte: modificado de WAARDE et al, 2003.

Outros estudos sdo encorajadores e indicam um possivel papel para 1® FLT
na monitoracdo da resposta ao tratamento em pacientes com cancer de mama,
tumores cerebrais, sendo sua captacéo melhor do que a de **FDG para a deteccéo
de tumores cerebrais recorrentes (GROVES et al., 2007).

O '8FLT permite avaliacdo precoce de efeitos antiproliferativos, tornando-se
um radiotragador promissor para o desenvolvimento de novos tratamentos para
glioma (RUEGER et al., 2011), linfomas (WAGNER et al., 2003), pode também
desempenhar um papel significativo na avaliagdo de lesdes pulmonares
indeterminadas (VESSELLE et al., 2002), na deteccdo de cancer retal (MUIJS et al.,
2011), e na diferenciagdo da malignidade e benignidade de casos de leiomioma
uterino (YAMANE et al., 2012).
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2.3.6 Avaliacdo da qualidade do ®FLT

Todos os farmacos, por serem administrados em humanos, precisam
obrigatoriamente passar por rigorosos testes de controle da qualidade. Com os
radiofarmacos a regra € a mesma e todos ensaios de controle de qualidade visam
assegurar a seguranca dos pacientes, assegurando que todos os limites da
fabricacédo estejam de acordo aos padrdes éticos, morais e legais.

Atualmente existem legislacées, guias e monografias farmacopeicas que
recomendam os parametros e os limites de aceitacdo que devem ser avaliados a
cada tipo de radiofarmaco. Os radiofarmacos utilizados no PET, em especial,
possuem propriedades que os tornam diferentes dos demais radiofarmacos, em
especial sua meia vida relativamente mais curta.

As farmacopeias Americana (USP) e Europeia (EP) fornecem os testes e 0s
limites para a maioria dos radiofarmacos. A USP determina que radiofarmacos PET
com meia vida maior ou igual a 20 minutos devem passar pelos seguintes testes:
pH, verificacdo visual, identidade e pureza radionuclidica, identidade e pureza
quimica, solventes residuais, endotoxinas e esterilidade (USP, 2012). Para '°FLT,
sdo realizados os testes empregados em outros radiofarmacos marcados com °F.
Estes testes podem ser simplificados e divididos em fisico-quimicos e
microbioldgicos, e sdo preconizados pelas USP, EP e por compéndios da ANVISA.

Recentemente, a EP publicou uma monografia sobre o ®FLT (EP, 2013).

2.3.6.1 Controle de qualidade fisico-quimico

o pH: tendo em consideracdo que o sangue, em condicdes fisioldgicas, possui 0
pH 7,4, é necesséario o controle das faixas de pH das solugcbes injetadas nos
pacientes para que estas se aproximem do pH fisiolégico. O teste de pH pode ser
realizado por meio de equipamentos calibrados, como os pHmetros, ou por meio de
fitas medidoras com leitura visual que indicam o pH de 2 a 9. A faixa de pH aceitavel
para as injecdes intravenosas fica entre 2 a 12, porém quanto mais proximo do pH
fisioldgico, melhor. Dessa forma, espera-se que as amostras de *®FLT produzidas se
enquadrem numa faixa de pH entre 4,5 a 8,5 (STRICKLEY, 2004; YU, 2006).
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e Teste de verificacdo visual: visa a caracterizacdo, a olho nu, do radiofarmaco
produzido para verificar caracteristicas como cor e textura. E um teste de facil
execucdo, no qual se faz a observacado do radiofarmaco em frascos estéreis de
penicilina, a fim de detectar a coloragdo e a presenca de particulas. A formulacéo
final de '®FLT deve ser limpida e livre de particulas suspensas.

e Identidade e pureza radionuclidica: realizado para investigar se o
radionuclideo presente na amostra é o fluor-18. O teste em questao é realizado por
meio da avaliacdo da meia vida do radiofarmaco em ativimetro e pela observacéo
das emissdes de energia, realizadas por detectores de germanio. O *®F tem tempo
de meia-vida entre 105 e 115 minutos e deve ser o responsavel por pelo menos
99,5% das emissBes em 0,511 e 1,022 MeV para que as amostras do radiofarmaco
sejam aprovadas e liberadas (USP, 2012).

e Pureza radioquimica: este ensaio é realizado por meio da cromatografia em
camada delgada (ou CCD), em placas de silica gel. Busca avaliar a presenca de
impurezas radioativas nas amostras de °FLT, sendo estas mais comumente
representadas pelo proprio fluoreto originado na sintese. E preconizado que, nas
amostras, no minimo 95% das emissées radioativas sejam originadas do *FLT (que
apresenta fator de retencdo 0,7) e que no maximo 5% venha do fluoreto (EP, 2013).

e |dentidade e pureza quimica s principais impurezas nao radiomarcadas
encontradas nas formulacdes de *®FLT s&o o Kryptofix e Estavudina. A Estavudina é
analisada por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando UV
(PASCALI et al., 2012), enquanto que o Kryptofix € determinado por metodologia
spot test. Os limites destas substancias nas formulacées de °FLT s&o de até 50
pg/mL para Kryptofix e 0,1 mg/V para a Estavudina (EP, 2013).

e Solventes residuais: este teste busca detectar e quantificar esses solventes
que, por possuirem toxicidade, precisam estar em quantidades minimas nas
amostras, evitando efeitos adversos nos pacientes e no meio ambiente. Os
solventes residuais mais comuns nas amostras de '°FLT sdo acetonitrila e etanol,
sendo comumente detectados por Cromatografia Gasosa (HUNG, 2002). E
estabelecido que o limite de etanol nas formulagcbes € no maximo 10% e, para
acetonitrila, o limite é <0,04% (v/v) (EP, 2013).
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2.3.6.2 Controle de qualidade microbiolégico

e Teste de endotoxinas: o teste para detec¢do de endotoxinas é utilizado com a
finalidade de quantificar os niveis das endotoxinas (lipossacarideos indutores de
reacOes inflamatdrias) das bactérias Gram negativas presentes nos radiofarmacos.
Pode ser realizado por método de coagulacdo em gel, método turbidimétrico, ou
cromogeénico. S&o preconizados valores para os niveis de endotoxinas no **FLT que
ndo poderdo ser excedidos devido ao risco que apresentard ao paciente
(FUKUMORI, 2008). O limite das endotoxinas na formulacdo € 17,5 unidades de
endotoxina por mL do radiofarmaco (EP, 2013).

e Teste de esterilidade: o teste de esterilidade é empregado na deteccdo de
possiveis microrganismos que possam ter contaminado o radiofarmaco,
impossibilitando sua aplicacdo intravenosa. E realizado inoculando-se parte do
radiofarmaco em dois meios de cultura diferentes (caldo tioglicolato e caldo soja
tripticaseina), a fim de detectar microrganismos de diferentes caracteristicas, de
modo que qualquer turvacédo desenvolvida nos meios de cultura indica contaminacéo
(BRASIL, 2010).

2.3.7 Fatores que influenciam a pureza radioquimica de radiofarmacos

Para que possa ser utilizado por pacientes em PET, o ®FLT produzido devera
passar por testes de pureza radioquimica, onde € possivel determinar o tempo (til
da formulacdo radiofarmacéutica. A pureza radioquimica também desempenha
papel fundamental na protecdo do paciente, ao qual deve ser assegurada a
exposicao minima as radiacdes ionizantes de forma que, quanto maior a pureza
radioguimica, menor volume de radiofarmaco é injetado no paciente (BROSSARD et
al., 2013).

Diversos fatores podem vir a alterar a pureza radioquimica ou quimica dos
farmacos na forma farmacéutica liquida, sendo estes a temperatura, umidade, luz,
pH, presenca de agentes estabilizantes e outros fatores proprios da formulagéo
radiofarmacéutica (FAWDRY, 2007).

Com relacao a temperatura, sabe-se que valores elevados desta podem levar
a decomposicao dos radiofarmacos. Karwath e colaboradores (2005) verificaram que

amostras de ®FDG, radiofarmaco semelhante ao ®FLT, expostas a altas
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temperaturas (acima de 130 °C), mesmo por alguns minutos, apresentaram um perfil
de decomposicao acelerado. Este comportamento foi atenuado em meio alcalino
(KARWATH et al, 2005).

A radiolise é um processo que ocorre em meios aquosos contendo radiacéo e
que influencia diretamente a pureza radioquimica dos radiofarmacos. Neste caso, a
radiacdo emitida pelos pasitrons de flior pode iniciar uma reacdo quimica, levando a
alteracdo e decomposicao na estrutura do radiofarmaco. A decomposicao induzida
pela radiacdo ocorre normalmente através da geracdo de radicais livres originados
da interacdo entre a radiacao ionizante e a agua (FAWDRY, 2007). Este mesmo fato
foi observado por Jimenez e colaboradores, analisando **FDG, onde se observou
gue altas taxas de radiacdo emitidas pelo radiofarmaco contribuem para a
degradacéo (JIMENEZ et al, 2006).

Em se falando da importancia do pH, ja foi mostrado que pequenas
alteracbes neste parametro podem prolongar a pureza radioquimica dos
radiofarmacos, como mostrado por Martinez e Leiva, em 2012. Estes autores
verificaram que o ajuste do pH de ®FDG em torno de 5,5, pela adicdo de acido
citrico as formulacdes, foi eficiente para manter a pureza radioquimica do composto
por pelo menos 12h (MARTINEZ, LEIVA, 2012).

Um importante agente estabilizante de pureza radioquimica nas formulacdes
radiofarmacéuticas é o etanol. Diversos estudos mostram que peguenas
concentracfes de etanol sdo suficientes para estabilizar a pureza radioquimica de
8EDG. Entretanto, os estudos encontrados na literatura diferem quanto a
concentracéo ideal de etanol para a estabilidade do produto final (JACOBSON et al,
2009). Outra forma de vencer a radidlise e a degradacédo é o uso de estabilizantes
redutores como o acido ascorbico, que podem retardar a taxa de decomposicado e
melhorar a vida Util dos radiofarmacos (FAWDRY et al., 2007).

Vale ressaltar ainda que, em formas liquidas, a degradacdo da formulacéo
pode levar, além da inadequacdo das amostras, a alteracbes visuais como a
manifestacédo de turbidez, precipitacdo, descoloracao, alteracées na viscosidade ou
separacdo de fases devido a quebra da formulacéo original (BROSSARD et al.,
2013). Dessa forma, é de extrema importancia o conhecimento de fatores ou
agentes que possam a vir alterar a pureza radioquimica da formulagéo de BELT, de
forma que seja possivel combater estes e obter amostras com maior tempo de uso

pelos centros de medicina nuclear.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 INFRAESTRUTURA

Todos os ensaios de sintese e controle da qualidade do FLT foram
realizados na Divisdo de Producéo de Radiofarmacos (DIPRA), do Centro Regional
de Ciéncias Nucleares do Nordeste (CRCN-NE).

3.2 SINTESE DE *®FLT

3.2.1 Materiais

Foram utilizados o0s seguintes reagentes e insumos: kit para sintese
automatizada de '®FDG, contendo solucdo Cryptand (Kryptofix) e acetonitrila, sem
0s demais reagentes para este radiofarmaco. Precursor Boc-Nosyl, todos da ABX
Chemicals (Alemanha). Solucéo de cloreto de sédio 2 molar, solucdo de hidroxido de
sodio, 2 molar.

Os principais equipamentos utilizados na sintese foram: ciclotron Cyclonel8
(IBA, Bélgica); modulo de sintese Synthera, também da IBA, conjunto de cassete
(IFP) para sintese automatizada do *®FDG, tubos, conectores e agulhas do cassete
para sintese de *®FDG, todos da marca ABX Chemicals (Alemanha), computador e
software especificos para realizacdo da sintese e blindagens de tungsténio. Foram
também utilizados cartuchos para purificacio de fase reversa QMA, PSH-H*, WAX,
HLB, e Alumina, filtro Millex-GS, da Merck-Millipore (EUA).

3.2.2 Métodos

Os ions fluoreto utilizados para marcar o FLT foram obtidos por meio da
reacdo nuclear de substituicdo nucleofilica 20(p,n)'®F, por meio do
bombardeamento de &gua enriquecida (H.O) fornecida pela Center of Molecular
Research — CMR (Moscou, RuUssia), com feixe de protons em um ciclotron
Cyclonel8/9 MeV, lon Beam Applications (IBA, Louvain-la-Neuve, Bélgica) no
CRCN-NE.
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Ap6s a producéo no ciclotron, o *°F foi transferido, através de capilares, até a
célula quente onde ocorreu o processo de sintese.

A sintese de *®FLT foi realizada por meio da adaptacéo dos kits e cassetes de
BELT no médulo de sintese Synthera. Os reagentes dos kits foram colocados em
posicdes especificas no cassete, de modo a operar as etapas realizadas no médulo
por meio de um software contendo 0 passo a passo (script) especifico para sintese
automatizada. Como o script comercial para sintese de ‘°FLT, obtido da IBA, ndo
possibilitou a sintese da fluorotimidina no mdédulo, optou-se por modificar o script j&
utilizado em '®FDG, incluindo neste os parametros necessarios para a sintese de
18FLT. Todas etapas foram monitoradas e, quando necessario, modificadas por meio
do software. Na figura 9 é possivel ver a organizagdo do Synthera e do kit para a

sintese de *®FLT.

Figura 9 — Organizacéo do médulo para *®FLT, dentro da célula de sintese. a) médulo
Synthera, b) cassete IFP parainsercdo dos reagentes acetonitrila e Cryptand, c)

cassete IFP suporte, adaptado para insercdo de NaOH 1M e HCI 2M, d) frasco reator

inserido no forno aquecedor, €) frasco de rejeitos.
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A tela de trabalho mostrada no software de sintese do Synthera € mostrada
na figura 10. Nesta € possivel, ao longo da sintese, alterar a ordem de abertura das
valvulas, interromper a sintese ou até mesmo alterar 0 passo a passo, se

necessario.

Figura 10 — Tela de trabalho do Synthera, adapatada de ®FDG para sintese de °FLT.
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Ap6s a chegada do *°F, carreado pela agua enriquecida, na célula de sintese,
é necessario purificar o *®F, o que foi feito pela retencéo deste no cartucho QMA
(figura 11, a). Em seguida, o *®F retido foi eluido pela solucdo Cryptand (figura 11, b)
e alocado no frasco reator (fig. 11, d).

Nas condi¢cBes corretas de tempo e temperatura de sintese, a mistura
contendo 25 mg do precursor BOC-Nosyl dissolvido em 2 mL de acetonitrila (fig. 11,
c) foi enviada para o frasco reator, onde ocorreu a marcacgdo do precursor Boc com
o *®F. Vale ressaltar que esta concentracdo foi escolhida com base em estudos na
literatura, mostrando-se ideal para o satisfatorio rendimento radioquimico das
sinteses. Em seqguida, 1,5 mL de HCL 2M (fig. 11, e) foi colocado na mistura BOC-
8¢ para que os grupos protetores do precursor fossem hidrolisados, originando
BELT e impurezas. Ao fim da hidrélise, 2,4 mL de NaOH 1M foram injetados na
mistura com finalidade de contrapor o pH baixo. A mistura contendo *FLT e suas
impurezas relacionadas foi enviada a frasco de coleta protegido por castelo de

tungsténio.
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Figura 11 — Detalhes dos reagentes e estrutura de sintese. a) cartucho QMA, b)

solucgéo Cryptand, c) 25 mg de precursor Boc dissolvido em acetonitrila, d) frasco
reator, €) HCI 2 M, f) NaOH 1 M.

Depois da obtencdo de *®FLT foi necessario realizar a purificacdo manual da
mistura, para retirar as impurezas relacionadas a sintese. Para isso, apos
condicionamento prévio, os cartuchos PSH-H*, WAX e HLB foram acoplados em

série, como mostra a figura 12.

Figura 12 — Organizacéo da capela de exaustdo blindada, utilizada para purificagdo de

8ELT. Em zoom, colunas de purificacéo.

A mistura de ®FLT foi injetada nos cartuchos e, em seguida, o *®FLT retido

nestes foi eluido por meio da injecdo de etanol 10% pelos cartuchos. Nesta etapa
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acoplou-se também o cartucho Alumina (cor verde). Coletado o *®FLT puro, a
amostra foi filtrada e enviada ao controle de qualidade. Vale ressaltar que esta etapa
ocorreu com uso dos EPI's necessarios para radioprotecdo do operador, bem como
0 uso de dosimetros de torax e dedo, para estimativa da dose recebida.

Terminados os processos de sintese e purificagdo, foram realizados calculos
para avaliagdo dos rendimentos radioquimicos corrigido e ndo corrigido. No primeiro,
foi quantificada a porcentagem da atividade empregada na sintese que permaneceu
na formulacao final de *®FLT, ou seja, a quantidade de atividade que radiomarcou o

produto, como mostrada na equacao a seguir:

R =100% Al

onde: Ai é atividade inicial empregada na sintese;

Af é a atividade medida na amostra de ®FLT apo6s sintese e purificacéo.

Ja para o rendimento corrigido, foi estimado o rendimento total com base no
decaimento radioativo ocorrido ao longo do tempo de sintese, conforme equacéo a

seqguir:

Af

RC = 100% 7

onde: Af é atividade final, ap6s sintese e purificacéo;
e kT é o valor exponencial da constante de decaimento do fl(ior-18 sobre o tempo

total ocorrido entre a sintese, purificacdo e medicéo da atividade inicial.

Apos sintese, purificagdo e céalculo dos rendimentos radioquimicos, as amostras de

8FLT seguiram para controle da qualidade.
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3.3 CONTROLE DA QUALIDADE

3.3.1 Materiais

Para o controle de qualidade fisico-quimico, foram utilizados o padrdo de FLT
da ABX; padrao de estavudina grau USP; acetonitrila grau CLAE; padrao Kryptofix
(ou Cryptand); fitas de pH; cromatoplacas de silica gel; agua deionizada; béckers e
baldes volumétricos de volumes variados.

Os equipamentos para controle fisico-quimico: cromatdgrafo a gas Agilent
6850; cromatdégrafo a liquidos de alta eficiéncia, modelo 1200 da Agilent
Technologies (EUA) com injetor manual, equipado com coluna de octadecilsilano,
modelo Luna LC-18 25 cm x 4,6 mm, 5 ym de tamanho de particula (Phenomenex,
Estados Unidos) ou coluna, também de octadecilcisilano, modelo Supelcosil LC-18
25 cm x 4,6 mm, 5 ym de tamanho de particula da Sigma-Aldrich (Alemanha);
ativimetro modelo Curiementor da PTW (Freiburg im Breisgau, Alemanha); detector
de germanio hiperpuro HPGe, modelo CG1020 da Canberra (Meriden, Estados
Unidos).

Para controle microbioldgico foram utilizados o0s seguintes materiais e
equipamentos: sistema de teste portatii Endosafe, modelo PTS (Estados Unidos);
meio de cultura estéril liquido caseina de soja e tioglicolato; frascos estéreis e
apirogénicos de 10 ml; membranas filirantes de 0,22 um; estufas de incubacéao;
purificador de agua Milli-Q da Millipore Merck (EUA); béqueres e baldes volumétricos

de volumes variados.

3.3.2 Métodos

pH: o teste de pH foi realizado em fitas medidoras com leitura visual. A amostra de
BELT foi aplicada de forma a cobrir toda parte quimicamente sensivel que compde
as fitas e, em seguida, comparada a tabela padrdo de pH contida na embalagem das
fitas. De acordo com os compéndios oficiais, o valor do pH dos medicamentos
injetaveis deve estar compreendido na faixa de 4,5 e 8,5, préximo ao do sangue.
Vale ressaltar que a medida de pH através de fitas € um método aceito pelas

farmacopeias e estabelecido no CRCN-NE e em outros centros de radiofarmécia. O
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uso de pHmetro nao foi possivel, neste estudo, devido ao pequeno volume de **FLT

que €é enviado ao controle fisico-quimico.

Verificacdo visual: todas amostras de '®FLT foram colocadas em frascos de
penicilina e inspecionadas a olho nu, onde foi possivel verificar a presenca ou ndo

de particulas contaminantes suspensas e a coloragdo das amostras.

Identidade e pureza radionuclidica: para determinar a atividade da amostra foi
utilizado ativimetro. A atividade foi medida cinco vezes, a cada 10 segundos, nos
minutos 0, 10, 20 e 30 de andlise, ap6s a chegada da amostra ao laboratério. Com
os valores de atividade ao longo do tempo, foi estimado o tempo de meia vida (Ty)

do ‘8FLT, a partir da equacdo 2 abaixo:

1 _In2xt
T /2 " InA/Ao (2)

onde: Ao é atividade inicial medida em cps, mCi ou uCi no tempo zero;
A é a atividade medida em cps, mCi ou yCi no tempo t;

t € o tempo em minutos decorrido desde a obtencéo de Ao.

Para a identidade radionuclidica, o radiofarmaco deveria apresentar meia vida
entre 105 e 115 minutos, relativa ao *°F.

O teste de pureza radionuclidica foi realizado utilizando detector de germéanio
hiperpuro. As amostras que contém flaor-18 deveriam apresentar 99,5% das
emissfes gama observadas relativas a picos de 0,511 MeV e 1,022 MeV ou picos

Compton de dispersao do *°F.

Purezas Quimica e Radioquimica: a pureza quimica foi analisada por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A fase mével foi composta de
gradiente agua ultapura:acetonitrila, em proporgéo 5:95. Esta mesma fase movel foi
injetada e transportada no CLAE a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/min. Os picos de
radioatividade e UV da amostra de *®FLT foram comparados com os picos do padréo
de referéncia do ®FLT. Os padrdes de estavudina e fluortimidina também foram

preparados e analisados previamente no CLAE, a uma concentragéo de 0,1 mg/mL,
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como preconizado pela Farmacopeia Europeia, para quantificar estas impurezas na
amostra de '®FLT (EP, 2013).

O residual da solucéo Cryptand (Kryptofix) foi determinado por meio de teste
de mancha (spot test), onde, numa placa cromatografica de silica gel, foram
gotejadas a solucdo padrdo de Kryptofix, em concentragcdo 0,05 mg/mL (limite
farmacopeico), e a amostra de '®FLT. Em seguida, a mesma placa foi colocada em
cuba contendo iodo ressublimado até que as manchas da solucdo padréo e da
amostra fossem visualizadas, de forma que a mancha da amostra deveria ser mais
ténue do que a da solugdo padrdo, indicando concentracdo de Kryptofix, no
radiofarmaco menor do que a limite.

A pureza radioquimica foi avaliada por meio de CCD. O RF corresponde a
razdo entre a distancia percorrida pela amostra e distancia percorrida pela fase
mével. O RF do *®FLT est4 entre 0,6 e 0,7 mm, sendo que o fluoreto livre fica retido
na origem (EP, 2013). Para realizagcdo da técnica, aliquotas de 2 pL foram aplicados
a 2 cm da base da placa, local descrito como a origem da corrida cromatogréafica. A
area de aplicacado foi seca com jato de ar frio e as placas foram acondicionadas em
fase mével contendo agua:acetonitrila (5:95), até que a fase percorresse toda area
de andlise. Em seguida, a mesma placa foi alocada em radiocromatégrafo, para

obtencado do RF e quantificacéo do fluoreto livre e de **FLT.

Determinacado de solventes residuais: Para detectar e determinar a presenca dos
solventes acetonitrila e etanol foi utilizada a técnica de cromatografia a gas utilizando
o cromatdgrafo acoplado a um detector de ionizacdo em chamas. Foram preparadas
solugbes com concentracdes definidas de etanol e acetonitrila. Apds injetar as
solucbes padrao limite e a amostra no aparelho, houve o aquecimento destas em
forno interno e, consequentemente, ionizacdo dos componentes das substancias.
Segundo a Farmacopeia Europeia, para formulacbes farmacéuticas, o teor de
acetonitrila ndo deve ultrapassar 0,04% (m/V), e o do etanol ndo deve ultrapassar a
concentracdo de 10% (v/v). A taxa de fluxo empregada foi 3,0 mL/min, cada andlise
teve duracdo de seis minutos, a temperatura do forno esteve em 30°C durante o
primeiro minuto de corrida, subindo para 60°C apds o primeiro minuto em diante. A

tabela 2 mostra os parametros utilizados nas andlises de solventes residuais.
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Teste de endotoxinas: a concentracdo de endotoxinas bacterianas em
fluorodesoxitimidina foi determinada pelo método cinético-colorimétrico com auxilio
do equipamento Endosafe® Portable Test System (PTS) - Charles River. Uma
solucdo do produto final com diluicdo de 100 vezes foi aplicada em um cartucho
dedicado a este equipamento. O cartucho contém quatro canais nos quais estdo
contidos o reagente LAL (indicativo de presenca de endotoxinas) e um substrato
cromogénico, além de conter endotoxina em dois dos canais, 0S quais serviram
como controle positivo do produto. A execucdo do teste consistiu em inserir o
cartucho no equipamento, preencher os dados requisitados pelo sistema e pipetar
uma aliquota da amostra de ®FLT em cada um dos quatro pocos contido no

cartucho.

Tabela 2: Sistema cromatografico para determinagdo de solventes residuais em

8ELT. Os parametros sinalizados por * ndo s&do farmacopeicos.

Parametro Descricao

Solventes residuais Etanol e Acetonitrila

Detector Detector de ionizagdo por chama (FID)
Fase estacionéria Coluna de silica 0,25um com 30mx0,53mm
Gas de arraste Hélio (30 mL/min)

Hidrogénio (H>) 30 mL/min.*

Ar sintético 300 mL/min.

Temperatura da porta de |250°C

injecao

Temperatura do detector 260°C

Duracéo da analise 6 minutos*

Temperatura inicial 30°C (0 a 1 minuto)*

Gradiente 60°C (1 a 6 minutos)*

Volume de injecao 1,0uL

Tempos de retencdo Etanol = 2,86 min. e Acetonitrila = 3,15 min*

O teste de endotoxinas duracéo de aproximadamente 15 minutos e forneceu

informagdes quantitativas com resultados expressos em unidades de endotoxinas
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por mililitro (UE/mL). Os critérios de aceitacdo para cada parametro do ensaio sao

mostrados na tabela 3.

Tabela 3: Critérios de aceitacdo para os parametros do ensaio de endotoxinas
utilizando o PTS.

Parametro Limites

Endotoxinas bacterianas na|<17,5 UE/mL

amostra

Coeficiente de variacao 1 <25%
Coeficiente de variacao 2 <25%
Recuperacéo do Spike? 50-200 %

Teste de esterilidade: os ensaios de esterilidade foram realizados em acordo aos
compéndios oficiais, por inoculagdo direta. Foram utlizados tubos de ensaio
contendo 7 mL de meio fluido de tioglicolato para cultura de bactérias anaerébicas
(embora também possa detectar o crescimento de bactérias aerébicas) e tubos com
7 mL caldo de caseina triptica de soja (TSB) para cultura de leveduras, fungos e
bactéria aerdbicas, que ap6s inoculacdo de 0,5 mL amostra de ®FLT com seringa e
agulha estéreis (apds decaimento radioativo), foram incubados a 33°C * 2°C e 23°C
+ 2°C, respectivamente, por 14 dias.

Se ndo houve crescimento de microrganismos, turbidez ou depdésitos, o lote
das amostras produzidas foi aprovado. Os meios de cultura foram preparados na
Divisdo de Producdo de Radiofarmacos do Centro Regional de Ciéncias Nucleares

do Nordeste, segundo metodologia ja estabelecida e validada.

3.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DE SOLVENTES
RESIDUAIS

Para garantir a confiabilidade da metodologia de Cromatografia Gasosa (CG)
utilizada no controle da qualidade do *®FLT, se tornou necesséaria a validagéo desta,

em acordo com os guias de validacdo de metodologias disponiveis, tais como, o

! Spike: amostra controle positivo, com quantidade conhecida de endotoxinas.
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Food and Drug Administration (FDA), United States Pharmacopeia (USP),
resolucbes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e a International
Conference on Harmonization (ICH). Estes guias preconizam que cada validagéo
deve ser personalizada, avaliando-se a necessidade dos testes experimentais para a
metodologia em estudo.

Os testes de validacao séo divididos em trés categorias de acordo com sua
finalidade: | - Testes de identificacdo; Il — Testes de impurezas; Ill- Testes de
doseamento.

Neste trabalho, a metodologia utilizada corresponde a categoria Il. Para a
validacdo, segundo legislacdo, foram realizados os seguintes ensaios (ANVISA,
2017):

Seletividade: Este parametro foi avaliado submetendo-se etanol e acetonitrila, em
diferentes concentracbes, ao processo de corrida cromatogréfica, de forma a
investigar a capacidade do método em detectar e quantificar separadamente cada

um dos analitos.

Linearidade: A linearidade foi avaliada por meio de trés curvas curva de calibragéo,
com no minimo cinco concentragdes de amostras, e o coeficiente de correlagéo (R?)
obtido deve ser igual ou superior a 0,99. Como preconizado, também foram obtidos
os graficos de residuos para este parametro, bem como sua analise estatistica
(ANVISA, 2017). As curvas foram construidas empregando-se uma faixa entre 2.500
a 10.000 pg/mL para o etanol e 200 a 800 pg/mL para a acetonitrila em repeticdes

auténticas.

Precisdo e Exatiddo: Para determinar a precisdo do método por meio da
repetibilidade e a exatiddo, foram realizadas analises com solu¢cdes padrao
auténticas em concentracdes baixa, intermediaria e alta de etanol e acetonitrila. Para
estes, 0 desvio padrao relativo (DPR) foi obtido, sendo seu limite maximo justificado

de acordo com as propriedades do método utilizado (ANVISA, 2017).

Limites de deteccdo e quantificagdo (LD e LQ): Para estes dois parametros foram

utilizadas as equacgdes 3 e 4 a sequir:

LD 3,3. 0 3)
—IC
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10.0

LQ==+ @

onde: IC é o desvio padrao do intercepto com o eixo y das trés curvas do ensaio de
linearidade e o é a média o coeficiente angular das trés curvas de calibracao.

Robustez: Na validacdo da metodologia da CG, foram variados os parametros de
fluxo do gas de arraste e da temperatura da corrida nos resultados obtidos. Por fim,
foi obtido o coeficiente de variagdo entre os resultados, o qual ndo deveria passar
valor de 5%.

As analises realizadas para cada parametro de validacdo da metodologia de
CG sao mostradas na tabela 4. Vale ressaltar que o método inicial de CLAE nao foi
submetido a processo de validacao, pois, como preconizado pela RDC nimero 166
de Julho de 2017, métodos de andlise estabelecido por Farmacopeias e compéndios
oficiais dispensa a obrigatoriedade da validacdo, desde que todos os parametros
metodoldgicos sejam respeitados. Assim, foi utilizado o método da Farmacopeia
Europeia para andlise de '®FLT em CLAE, usando fluxo de fase mével, coluna
cromatografica e todos os demais parametros preconizados. Isto permitiu a
obtencdo de resultados dentro do esperado em comparacdo a literatura (BRASIL,
2017; EP, 2013).

Tabela 4: Parametros de validacdo da metodologia de cromatografia a gas, usada no

controle da qualidade do *®FLT.

Parametro Descricéo

Especificidade Foram submetidas a analise solucdes
contendo acetonitrila e etanol. Cada um
destes componentes deveria se apresentar

em distintos tempos de retencgéao.

Linearidade Foram obtidas trés curvas de calibracao,
contendo ao menos cinco concentracdes de

etanol e acetonitrila.

Precisado e exatidao Realizados testes intradia. Concentracéo
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alta, média e baixa de etanol e acetonitrila.
LD e LQ Conforme item 3.4

Robustez Alteracbes no fluxo do gas de arraste:

variagao de 0,1 mL/min para mais € menos;
e na temperatura de corrida: variagcoes de

mais ou menos 1°C.

3.5 PUREZA RADIOQUIMICA DE *®FLT FRENTE A DIFERENTES AGENTES

Para investigagdo da influéncia dos parametros pH, temperatura de
armazenamento e presenca de estabilizante, foram obtidos trés lotes de '®FLT. Cada
um dos lotes foi dividido em duas amostras: uma amostra original, recém-coletada
do processo de sintese e considerada como amostra controle, e outra amostra, de
mesmo volume, acondicionada em camara climatica a 40 °C, ou adicionada de
solucdo tampédo para elevacdo do pH, ou adicionada de acido ascoérbico a 10
mg/mL.

Em intervalos de duas horas, ambas as amostras foram submetidas ao teste de
pureza radioguimica e, ao fim de oito horas de andlise, cinco pontos de andlises

para cada condi¢ao fossem obtidos.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Neste trabalho foram utilizados os softwares Excel 2010® e R®, versdo 3.4.3,
para andlise estatistica. No caso do Excel 2010®, este foi utilizado para sintese dos
graficos de linearidade e meia-vida, bem como de seus coeficientes de correlagéo. O
R® foi utilizado para andlise estatistica dos dados referentes & linearidade da
validacdo da técnica de cromatografia a gas, por meio do teste ANOVA. O script

utilizado no programa em questéo pode ser visto no Apéndice B.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE E CONTROLE DA QUALIDADE DE ‘®FLT

A tabela 5 mostra os resultados de trés sinteses semi-automaticas de °FLT.
Como preconizado, todas as sinteses foram monitoradas durante seu andamento,
tanto por meio de software proprio de sintese, quanto por observacdo em tempo real
das reacdes que ocorreram no moédulo de sintese e dos caminhos que 0s reagentes
percorreram. O script da sintese de '®FLT, modificado da vers&o original fornecida
para °FDG, pode ser visto no apéndice A. Vale ressaltar que o rendimento
radioguimico corrigido soma ao rendimento a porcentagem referente ao decaimento

da amostra ao longo da sintese.

Tabela 5: Parametros e resultados das sinteses de °FLT.

Sintese _ 5 _ Atividade

Rendimento nao Rendimento o
o o especifica final
corrigido (%) corrigido (%)

(GBg/umol)
1a 1,15% 1,70% 740,74
24 2,1% 3,04% 178,41
32 3,4% 4,90% 325,18

Assim, obteve-se como média do rendimento radioquimico ndo corrigido valor
entre 2,22 + 1,13%. Ja para o rendimento corrigido obteve-se valores entre 3,97 +
1,31% e, para a atividade especifica, valores entre 414,78 + 291,67 GBg/umol. Estes
valores corroboram com a hipétese de Yun et al (2003), que cita o baixo rendimento
radioquimico como um grande obstéaculo para o na sintese de *®FLT (YUN et al.,
2003).

Em seus estudos, Machulla et al (2000), obtiveram rendimento de 5,3 £1,2%
ao fim da sintese, rendimento aproximado ao alcancado em uma das sinteses neste
trabalho (MACHULLA et al., 2000). Apesar dos rendimentos obtidos neste trabalho
serem baixos, ndo se pode concluir que a sintese de FLT é inviavel. Zanette, em
2013, obteve 6,78% de rendimento para o radiofarmaco em questao,
radiomarcando-o a 140 °C, com o catalisador TBAHCO3;. JA Nascimento (2014),

obteve rendimento de 6,52% na sintese do mesmo radiofarmaco, quando utilizando
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o catalisador Kryptofix, como feito neste trabalho (NASCIMENTO, 2014; ZANETTE,
2013). Logo, conclui-se que, para este radiofarmaco, baixos rendimentos ja séo
esperados. Acredita-se também que, por ser uma metodologia implementada
recentemente e que envolve purificacdo manual, os rendimentos obtidos foram
inferiores ao esperado.

Na tabela 6 sdo mostrados os resultados dos testes de controle da qualidade
fisico-quimico para as trés sinteses. Todos os limites de aceitacdo foram
preconizados por compéndios farmacopeicos. Em inspecéo visual, todas amostras

estavam limpidas e livres de particulas.

Tabela 6: Resultados do controle da qualidade fisico-quimico™®FLT.

_ Sintese
Teste Aceitacao
1 2 3
pH 45a8,5 45 4.5 4.5
Residual de
. <50 <50 <50 <50
Kryptofix(ug/mL)
Identidade Entre 105 e
_ _ _ 106,14 110,76 110,45
radionuclidica 115 minutos
> 99,5% das
Pureza emissdes em 5
: - >99,5 >99,5 *
radionuclidica 0,511 e 1,022
MeV
FLT (mg/V) <0,1 0,013 <0,013 <0,013
Estavudina
<0,1 0,001 <0,001 <0,001
(mg/V)
Pureza
radioguimica > 95 >99,5 >99,5 99,5
CCD (%)
Teor de etanol
<10 6,47 6,34 <6,34
(VIV%)

? Neste dia néo foi realizada leitura de pureza radionuclidica devido a falha do detector de germanio (HPGe).
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Teor de
acetonitrila < 0,04 0,00039 <0,00039 < 0,00039
(m/V%)

O pH do produto final, nas trés sinteses independentes, foi 4,5 (tabela 6).
Este valor estd na faixa estabelecida na literatura que é de 4,5 a 8,5 (EP, 2013),
portanto ndo foi necessaria a adicdo de tampdo em nenhuma das sinteses para
correcdo do pH, o que reduz a quantidade de possiveis impurezas na formulacao.

A figura 13 mostra uma das placas de silica gel utilizadas para determinacao
do residual de Kryptofix (spot test). Em P foi aplicado 5uL de solucédo padréo limite
de Kryptofix a 50 pg/mL e, em A, foi aplicado mesmo volume da amostra de FLT.
Percebe-se que ndo houve formacdo de manchas na area contendo amostra, em
contraste a formada na area contendo padrédo, o que demonstra que a concentracao
da impurezas nas amostras de '®FLT produzidas estdo abaixo dos limites

preconizados pelos compéndios (EP, 2013).

Figura 13 — Resultado em teste de residual de Cryptand.

Em relacéo a identidade radionuclidica, apos realizar as leituras de atividade
nos tempos 0, 10, 20 e 30 minutos apods a sintese, com ativimetro, para cada sintese
confeccionou-se o gréafico de atividade detectada pelo tempo, e realizou-se célculo
de regressao linear para obter-se o coeficiente de correlacdo (R?), como mostrado
na figura 14. O tempo de meia vida médio, determinado para as amostras, foi 109,09

minutos.



5,

4

61

Figura 14 — Atividade radioativa vs. Tempo para as trés amostras de °FLT.
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Ap6s a anélises das amostras de '®FLT no detector de germanio hiperpuro,
pode-se concluir que a pureza radionuclidica das amostras foi superior a 99,5%
como preconizado (EP, 2013). No terceiro dia de andlise, devido a falhas no
funcionamento do detector, ndo foi possivel leitura das emissdes de energia (tabela
6). Neste dia, a pureza radionuclidica para a amostra foi avaliada em CLAE, com
detector radioativo, sendo superior a 95%. Nao houve formagéo de impurezas
radiomarcadas.

Os cromatogramas da CLAE com detectores UV e radioativo, para *®FLT e
impurezas relacionadas foram obtidos de acordo com a metodologia farmacopeica,
citada anteriormente. Em todos os testes apds sintese, 0s cromatogramas
mostraram uma boa resolu¢do (maior que 2, como preconizado pelo ICH) entre as
impurezas de sintese, o radionuclideo livre e o produto radiomarcado. Na figura 15
podem-se ver os cromatogramas tipicos do padrdo, de '®FLT e seus produtos
correlacionados.

Em relacdo ao teste de pureza quimica, as impurezas foram quantificadas,
comparando-se as areas dos picos de solucdo padrdo, farmacopeica, com as areas
das amostras. Foram encontradas concentracbes menores de 0,1 mg/mL para as
impurezas estavudina e FLT (ndo radiomarcado). Assim, os resultados puderam ser
considerados satisfatérios e atenderam aos limites farmacopeicos (0,1 mg/mL de
amostra) (EP, 2013).

O tempo de retencéo (RT) na CLAE, com as condicfes citadas anteriormente,
de FLT foi 5,18 minutos. Embora as impurezas representadas pelas regides 1, 2 e
3 nédo tenham sido identificadas, o resultado para este teste foi considerado

satisfatorio pois todas a impurezas se apresentam em concentra¢cdo menor do que a
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limite para impurezas de *FLT (que é de menos do que 0,1 mg/V da amostra, ou

seja, menor do que a concentracdo da solucdo padréo de ‘°FLT) (EP, 2013).

Figura 15 — Cromatograma, obtido em CLAE, de uma das sinteses de ®FLT. Em A,

padrdo de FLT e Estavudina, em detector UV. Em B, cromatograma em UV de ®*FLT e
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impurezas relacionadas. Em C, cromatograma obtido com detector radioativo.

A pureza radioquimica das amostras foi avaliada por cromatografia em

camada delgada. Nas trés sinteses, a pureza determinada de ‘°FLT foi maior que
95%, ndo sendo detectada a presenca do fluoreto livre em quantidade superior ou
préxima ao limite (5%) (EP, 2013). Um dos cromatogramas pode ser observado na
figura 16. A pureza radioquimica das amostras sugere eficiéncia da etapa de
purificacdo, indicando que o fluoreto livre e todas outras possiveis impurezas
radiomarcadas foram eliminadas nesta etapa. Como recomendado pela
Farmacopeia Europeia, o produto radiomarcado apresentou fator de retencao entre

0,6 e 0,7 mm, comprovando também a identidade radioquimica de *®FLT.
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Figura 16: Gréafico de CCD, mostrando pico radioativo correspondente a **FLT.
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Foram realizadas analises de cromatografia a gas, com finalidade de
qguantificar a presenca dos solventes etanol e acetonitrila, os quais fazem parte do
processo de sintese do '®FLT, sendo acetonitrila aplicada na retirada da agua da
reacdo de marcacéo, e, o etanol, na eluicdo do '®FLT da coluna de purificacdo. O
produto radiomarcado apresentou um pico no tempo de retencgéo (figura 17) de 2,93
minutos, pico este correspondente ao solvente etanol. O pico correspondente a
acetonitrila foi detectado no tempo 3,22 minutos. A quantidade média de etanol
presente nas amostras foram 4,39% v/v e, para acetonitrila, a porcentagem média
encontrada foi 0,00097%.

De acordo com a oitava edi¢cdo da Farmacopeia Europeia, nas formulacdes
de *®FLT, os limites dos solventes etanol e acetonitrila sdo 10% (V/V) e 0,04% (m/V),
respectivamente. Desta maneira, o0 radiofarmaco produzido de forma
semiautomatica ndo apresentou valores de solventes residuais acima do limite
estabelecido na literatura (EP, 2013).
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Figura 17 —Grafico de cromatografia a gas, mostrando os solventes residais da

sintese de ®¥FLT. Em zoom, pico da acetonitrila.
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Em relacdo ao controle de qualidade microbioldgico, foram realizados os
testes de esterilidade e endotoxinas bacterianas de duas amostras de sinteses
independentes. A concentracdo de endotoxinas bacterianas foi determinada pelo
método cinético-colorimétrico com auxilio do equipamento Endosafe® Portable Test
System (PTS) - Charles River. Uma solugéo do produto final com diluicdo de 100
vezes foi aplicada em um cartucho dedicado a este equipamento, 24 horas apoés a
sintese.

O teste teve duracdo de aproximadamente 15 minutos e forneceu
informagdes quantitativas com resultados expressos em unidades de endotoxinas

por mililitro (UE/mL). Os resultados encontrados sdo mostrados na tabela 7.

Tabela 7: Dados do ensaio de endotoxinas bacteriana de dois lotes de *®FLT.

Parametros de analise Limites I:_Lotes a\‘/allado;
Endotoxinas bacterianas na amostra <17,5

(EU/mL) <5,00 <5,00
Coeficiente de Variagdo 1 (Sample RXN <25 0.0 0.0
time CV%) ’ ’
Coeficiente de Variagao 2 (Spike RXN <25 11 59
time CV%) ’ ’

Recuperacdo do Spike (%) 50-200 89 77
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Os resultados evidenciaram que 0s requisitos para teste de endotoxinas
bacterianas foram atingidos nas amostras analisadas.

O ensaio de esterilidade foi, como o teste de endotoxinas, realizado 24 horas
apos a sintese. Aliqguotas de 0,5 mL do radiofarmaco foram e transferidos
assepticamente para os meios de cultura especificos e incubados. Apos 14 dias,
nenhuma das amostras inoculadas nos meios especificos apresentou crescimento

microbiano, evidenciando que o produto manteve sua esterilidade.

4.2  VALIDACAO DA METODOLOGIA PARA QUANTIFICACAO DE SOLVENTES
RESIDUAIS

Apesar de ser uma metodologia ja utilizada no controle da qualidade do
BEDG, tornou-se necessario validar um novo método para investigacdo dos
solventes residuais em °FLT, por meio de cromatografia a gas, uma vez que
alteracdes na velocidade do fluxo do gas de arraste, no fluxo de gas hidrogénio na
temperatura de corrida foram feitas, para adaptacdo as analises deste novo
radiofarmaco. Assim, as alteracfes feitas originaram uma nova metodologia, ndo
presente em nenhuma farmacopeia.

Para validacdo da metodologia analitica baseada em Cromatografia a Gas
(CG), foram preparadas solucdes auténticas com cinco valores de concentracao
para etanol, tendo como ponto médio a concentracdo limite de etanol nas amostras;
o mesmo procedimento foi repetido para o solvente acetonitrila. Partindo dos
resultados para etanol e acetonitrila nas amostras, pode-se observar que estes
estdo préximo a concentracdo média de 8% para etanol, e 0,04% para acetonitrila.
Logo, esses valores foram tomados como o limite nas amostras, e extrapolados para
construcdo das demais concentracdes a serem usadas no processo de validagéo.
Vale ressaltar que as concentracdes utilizadas foram determinadas de acordo com
RDC166/2017, a qual preconiza que a faixa de trabalho, para a determinacdo de
teor de solventes, deve ser de 80% a 120% da concentracdo limite do analito
esperada no produto (BRASIL, 2017).



66

4.2.1 Linearidade

Para os testes de linearidade foram observadas trés curvas da area dos
analitos em funcdo da concentracdo das amostras, contemplando-se 5 niveis de
concentracdo em cada. Foi observada a relacdo entre as concentracdes (pg/mL) e
as areas dos picos, e a variancia da curva de regressao linear foi estimada pelo
método dos minimos quadrados. A figura 18 mostra o grafico de regresséo linear
dos resultados referentes a etanol e, bem como seu coeficiente de correlagéo (R?).

Pode-se observar que as areas dos picos para etanol aumentam linearmente
de acordo com o aumento da concentragdo nas amostras. Isso permitiu obter
coeficiente de correlacdo da curva (R?) maior do que 0,990, indicando boa
linearidade do método.

Através da Andlise de Variancia ANOVA com 5% de significancia (tabela 8),

pode-se testar a validade do modelo e a significAncia estatistica da curva ajustada.

Figura 18: Gréfico da regressao linear pelo método dos minimos quadrados

ordinérios de uma das curvas para o etanol.
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O valor de F referente a média quadratica do modelo (168,95) assumiu um
valor muito maior que o F-critico tabelado (3,48) com 4 e 10 graus de liberdade.
Para um modelo de regressdo, quanto maior o F em relagcdo ao F-critico, melhor,

pois isto significa que o modelo tem maior intervalo de confianca.
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Tabela 8: Analise de varidncia para o modelo linear ajustado para uma faixa de

concentracao de 2.500 a 10.000 pg/ml de Etanol com 95% de intervalo de confianca.

Graus de Somados  Quadrados o
F F-critico

Fonte da Variagao liberdade quadrados médios
Modelo

4 17704779,5 4426194,88 168,95 3,48
Residual amostral 10 261976,7 26197,67 3,48

Além de fazer os testes F, € necesséario também examinar os residuos
deixados pelo modelo validado. O gréafico dos residuos para etanol (figura 19)
mostra que o0 modelo esta bem ajustado. Os residuos estdo distribuidos
aleatoriamente e ndo ha nada indicando que a sua variancia ndo é constante ou
depende das concentracfes de etanol estudadas.

A figura 20 mostra o gréfico de regressao linear dos resultados referentes a
acetonitrila, bem como seu coeficiente de correlacdo (R?). Novamente, para
acetonitrila observa-se coeficiente de correlacdo dentro dos valores esperados,
concluindo que o método de deteccdo dos solventes residuais da sintese, por meio
de cromatografia a gas, apresenta linearidade.

Figura 19: Gréfico dos residuos deixados pelo modelo linear ajustado para o Etanol.
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No caso da acetonitrila, a reta de regressdo apresentou um R? = 0,9934,
calculado a partir da relagédo entre a soma quadratica devido a regressao e a soma
quadratica total, concluindo que o modelo conseguiu explicar 99,34% da variancia

explicavel maxima, o que pode ser considerado satisfatorio (BRASIL, 2017).

Figura 20: Gréafico daregresséo linear pelo método dos minimos quadrados

ordinarios de trés curvas para a acetonitrila.

400,00

a 4 y=0,3787x-1,2348
< 200,00 RT=0,9934
& 100,00

U,UU T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Concentragdo (ng/mL)

Da mesma forma que os testes com 0 etanol, os testes com a acetonitrila
mostraram um valor de F referente a média quadratica do modelo (384,41) muito
maior que o F-critico tabelado (3,48) com 4 e 10 graus de liberdade, novamente

demonstrando que o modelo apresenta um seguro intervalo de confianca.

Tabela 9: Analise de varidncia para o modelo linear ajustado para uma faixa de

concentracdo de 200 a 800 pg/ml de acetonitrila com 95% de intervalo de confianca.

Graus de  Somados Quadrados »
F F-critico

Fonte da Variagao liberdade quadrados médios
Modelo 99826,17
4 3,48
24956,54 384,41
Residual amostral 649,20
10 3,48
64,92

O grafico dos residuos para acetonitrila (figura 21), analogamente ao etanol,
mostra um modelo bem ajustado, com os residuos distribuidos aleatoriamente ndo

havendo indicagdo que sua variancia nao é constante.
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Figura 21: Grafico dos residuos deixados pelo modelo linear ajustado para a
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Como preconizado pela RDC 166/2017 da ANVISA, tanto etanol quanto

acetonitrila se mostraram em picos separados e bem definidos (figura 22).

Figura 22: Gréfico de uma andlise de solventes residuais por cromatografia a gas,

mostrando boa separacéo (resolucado) entre os picos.
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resolucdo calculada entre os picos foi 2,47. Ja a simetria destes foi de 1,741 para
etanol e 1,442 para acetonitrila. Isto representou a boa especificidade do método e
gue todos os analitos, mesmo juntos nas amostras, sdo mostrados separadamente
em diferentes picos, com boa resolucédo e simetria (maior que 2 e do que 1, como
preconizado pelo ICH) nos gréaficos obtidos, ndo se sobrepondo, garantindo que o
que foi quantificado através da area dos picos realmente foi apenas o analito de

interesse.
4.2.3 Limites de Detecc¢éo e Quantificacéo

Uma vez observada a linearidade do método, podem ser calculados os
valores de LD e LQ, utilizando os mesmos dados do ensaio anterior. A tabela 10

mostra os valores de LD e LQ calculados para etanol e acetonitrila, conforme

férmulas matematicas jA mostradas neste trabalho.

Tabela 10: Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacédo (LQ) do etanol e da

acetonitrila.
Parametro Etanol  Acetonitril
a
LD (ug/mL) 421,1 22,4
LQ (ng/mL) 1276,1 67,8

Os valores de LD e LQ sugerem que o método foi capaz de detectar e
qguantificar, com seguranca, pequenas quantidades dos solventes residuais
presentes nas amostras de '®FLT. Isto porque os limites encontrados estdo abaixo
das concentracdes limite (10.000 pg/mL para etanol e 400 pug/mL para acetonitrila) e

rotineira dos solventes nas amostras.
4.2.4 Preciséo e exatidao
Como pode ser observado na tabela 11, referente aos ensaios de

repetibilidade para o etanol, o maior desvio padrao relativo encontrado foi 3,6% para

a concentracdo de 2.500 ug/ml, o qual ndo compromete a precisdo do método,
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segundo a resolucdo 166 da ANVISA (2017). Nestes mesmos experimentos, a
exatiddo média foi 101,8%, valor dentro dos limites estabelecidos.

Tabela 11: Resultados da preciséo, por meio da repetibilidade, e da exatidao para

etanol.
Conc. Exatida
Ve - - 7 - DPR
Tedrica Conc. Pratica (ug/mL)  Media %) 0
0
(ng/ml) (%)

2500 2580,1 2582,9 2423,1 2528,7 3,6 99,39
5000 5157,0 5155,6 4852,3 5055,0 3,5 103,30
10000 10344,2 10514,8 10194,2 10351,1 1,6 102,64

Para acetonitrila, no ensaio de precisdo e exatiddo, o maior DPR encontrado
foi de 3,2% para a concentragcdo de 400 pg/ml, em um experimento em que a
exatiddo média foi de 100,9% (tabela 12).

Tabela 12: Resultados dos ensaios de precisao e exatidao para a acetonitrila.

Conc. DPR Exatida
Tedrica Conc. Préatica (ng/mL) Média (%) 0o
(ng/mL) (%)

200 196,5 2054 1975 1998 24 99,9
400 408,0 407,3 3855 400,3 3,2 100,0
800 813,6 8251 829,0 8226 0,9 102,8

Com base nos resultados obtidos e nos guias utilizados para validacdo de
metodologias analiticas, pode-se concluir que o0 método apresentado possui boas
precisdo e exatiddo, o que garante que os valores quantificados se aproximam a
quantidade real dos analitos na amostra, jA que, com solu¢bes auténticas e de

concentracdes conhecidas, foi possivel atingir os resultados esperados.

4.2.5 Robustez
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A variacdo nos tempos de retencdo, nas areas do pico dos analitos, dentre
outros fendmenos, sdo fatores que indicam a falta de robustez do método
cromatografico. Variacbes grandes nos tempos de retencdo e nas areas dos picos
também podem causar englobamento de um pico no outro, interpretacdo errbnea de
um analito, dentre outros, indicando que o método ndo se manteve robusto. Estas
variacdes podem ser causadas por alteracdes na temperatura de corrida analitica,
bem como no fluxo da fase mével ou outros parametros da analise. E crucial, num
processo de validacdo, conhecer quais parametros podem alterar o tempo de
retencdo dos analitos, bem como a robustez do método.

Para isso, foi analisada a interferéncia de pequenas mudancgas na temperatura e
no fluxo da fase mével do método nos tempos de retencdo e nas areas do pico de
etanol e acetonitrila. Vale ressaltar que as mudancas sédo pequenas devido ao fato
de que, numa rotina, as alteracdes que vierem ocorrer na temperatura e no fluxo da
fase mével ndo séo drasticas e, quando a séo, o préprio aparelho as indica. Logo, na
validacdo deve-se simular a rotina de analise. Medido o CV%, € possivel determinar
se 0 método foi robusto em todas as situacoes.

Na tabela 13 pode-se observar que pequenas alteracées na temperatura (£ 0,1
°C) ndo causam coeficientes de correlacdo maiores do que 4,03% nas areas dos
picos ou nos tempos de retencdo, indicando que o método se mantém robusto

nessas condicoes.

Tabela 13: Resultado dos ensaios para robustez observando a variagcédo da

temperatura (°C) nas areas do pico e nos tempos de retencdo dos analitos.

CV% CV%

_ 59 60 61 )
Analito (Area) (TR)
Area TR Area TR Area TR
19941 2,86 2156,98 2,86 211141 2,86 403 0,00
Etanol
Acetonitrila 144,86 3,16 155,75 3,15 152,43 3,15 3,70 0,18

Ja quando avaliada a influéncia do fluxo da fase mével nas areas e tempos de

retencdo (tabela 14), vé-se novamente que o método se mantém robusto, sendo
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3,28% o maior coeficiente de correlacdo encontrado, indicando influéncia da
temperatura na area do pico de etanol. Ainda assim, este coeficiente ndo afeta a

robustez do método.

Tabela 14: Resultado dos ensaios para robustez observando a variacéo do fluxo da

fase mével (mL/min) nas areas do pico e nos tempos de retencao dos analito.

CV% CV%

_ 2,9 3,0 3,1 ,
Analito (Area) (TR)
Area TR  Area TR  Area TR
2075,73 3,02 2139,86 2,93 2205,69 2,84 3,04 3,07
Etanol
Acetonitrila 150,19 3,33 154,21 3,22 160,28 3,12 3,28 3,26

43 ESTUDO DE PUREZA RADIOQUIMICA DE '®FLT FRENTE A DIFERENTES
AGENTES

A pureza radioquimica do °FLT foi avaliada frente a variacdo de pH e de
temperatura de armazenamento. Além disso, verificou-se a possivel influéncia do
emprego do acido ascérbico, a 10 mg/mL, como agente estabilizante em adicdo ao
etanol. Na tabela 15 podemos ver os resultados de pureza radioquimica, obtidos por
CCD, para as amostras citadas.

Segundo a Farmacopeia Europeia, uma das impurezas relacionadas a
sintese e degradacdo de ‘®FLT, que pode ser detectada por CCD, é o préprio fon
fluoreto. De fato, a autorradidlise dos radiofarmacos pode levar a formacédo de
fluoreto livre e mais diversos compostos, dependendo da natureza quimica do
radiofarmaco (FAWDRY, 2007).

Poder-se-ia pensar que a temperatura da camara climatica exacerbaria a
degradacéo do 8ELT, 0 que nao foi verificado no nosso estudo. Quando analisada a
influéncia do estresse térmico na pureza radioquimica do radiofarmaco, podemos
verificar na tabela 15 que, para ambas as condi¢cdes, a pureza radioquimica se
manteve constante, em relagdo a pureza obtida inicialmente, ao longo das oito horas

de teste, em ambos grupos analisados. De fato, em estudos envolvendo
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temperaturas entre 5 e 40°C, j4 foi evidenciado que estas temperaturas nédo
influenciam significativamente na pureza radioquimica do radiofarmaco °FDG
(DANTAS et al, 2013).

Tabela 15: Purezaradioquimica dos trés lotes de ®FLT por cromatografia em camada
delgada (CCD).

Lote 1 Lote 2 Lote 3
Tempo _ Sem &cido Com acido
) Ambiente 40 °C pH 4.5 pH 5.5 P -
0 99,68 99,68 99,95 100 93,90 91,88
2 99,70 99,40 100 99,87 92,62 91,27
4 99,61 99,67 99,99 99,78 92,83 91,80
6 99,96 99,58 99,99 99,57 92,73 91,62
8 99,07 99,46 100 99,36 92,33 91,41

Segundo a literatura, outro fator que poderia levar a degradacéo do ®FLT é o
pH (SAHA, 1992). Entretanto, em nossas analises verificou-se que a correcdo do pH
para um ponto a mais, ao longo do tempo de estudo do radiofarmaco, ndo levou a
diferencas significativas de pureza radioquimica entre a amostra original, contendo
valor de pH 4.5, e a amostra corrigida (pH 5,5).

Uma forma de vencer a radidlise € o uso de estabilizantes redutores, que
podem retardar a taxa de decomposicdo e melhorar a vida util dos radiofarmacos
(FAWDRY et al., 2007). Dessa forma, também foi investigada a possivel acdo do
acido ascérbico, um agente estabilizante redutor, na pureza radioquimica do *FLT.
Nos resultados deste estudo (tabela 15), verificou-se que, tanto amostra sem adicéo
de acido ascorbico como a com adicdo, mantiveram a pureza radioquimica durante
todo o tempo de estudo.

Além de realizar as andlises em CCD, para verificagdo da pureza
radioguimica, também s&o necesséarias as analises de solventes residuais, tanto
para atender aos limites farmacopeicos, bem como para aferir se a concentragéao de
etanol estd adequada, assegurando sua capacidade estabilizante e evitando a
autorradiolise do radiofarmaco. Verificou-se que os teores de etanol e acetonitrila se

mantiveram, em todas condi¢cdes estudadas, em acordo aos limites especificados.
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Além disso, as condi¢cdes estudadas ndo provocaram queda na concentracdo de
etanol, o que poderia levar a desestabilizacdo da molécula do radiofarmaco. Vale
ressaltar que o etanol utilizado na formulacdo € adicionado na etapa de eluicdo do
produto, e apresenta papel de estabilizante ao radiofarmaco (JACOBSON et al.,
2009; FAWDRY, 2007).

Poderia-se pensar que, devido ao fato da eluicdo do ®FLT empregada neste
trabalho ser manual, a quantidade final de etanol estaria reduzida, comprometendo a
pureza radioquimica do produto. Porém, mesmo a eluicdo do produto sendo manual,
observou-se que a concentracdo de etanol no produto foi préxima a encontrada na
maioria dos protocolos existentes na literatura (entre 6 a 10% de etanol).

Em relacdo a pureza quimica dos grupos estudados neste tdpico, nao foi
observada a formacdo de impurezas radiomarcadas, tampouco extrapolacdo da
quantidade de impurezas ndo radiomarcadas acima do limite preconizado (0.1
mg/mL), quando as amostras foram analisadas por CLAE.

A partir dos resultados, concluiu-se que a pureza radioquimica de *®FLT se

mantém e, média, até oito horas apds a sintese, em todas condi¢des estudadas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

BELT foi sintetizado Divisdo de Producdo Radiofarmacos do CRCN-NE/CNEN,
bem como foi realizado o controle da qualidade do produto. O rendimento
radioquimico médio das sinteses foi 3,97 + 1,31%.

As metodologias para controle da qualidade do radiofarmaco foram estabelecidas
e, quando necessario, validadas. Todos os critérios farmacopeicos, com base na
monografia da Farmacopeia Europeia de '®FLT e outros compéndios oficiais
foram alcangados.

O processo de validagdo da Cromatografia a G&s atingiu o0s requisitos
preconizados, o que garantiu a confiabilidade das concentragdes de solventes
residuais nas amostras.

A pureza radioquimica do produto foi investigada frente a diversos fatores. Em
todas, o nivel de pureza se manteve estavel ao longo de todo o estudo.

Como perspectiva futura, deverd ser implementada a purificacdo automatizada
de '®FLT e os processos de Boas Praticas de Fabricacéo, como preconizado pela
ANVISA.
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APENDICE A - SCRIPT PARA SINTESE DE *FLT EM MODULO SYNTHERA®,
VERSAO 1.

1,0,ID,KitIn,1,C-468h,21,
2,0,SA,Prs,300, ,reset,
3,0,SD,V15,0,_ ,reset,
4,0,SD,V16,0, ,reset,
5,0,SD,V17,0,_,reset,
6,0,SD,v01,0,_, ,
7,0,SD,\V02,0, , ,
8,0,SD,v03,0, , ,
9,0,SD,\V04,0, , ,
10,0,SD,V05,0, , ,
11,0,SD,V06,0, , ,
12,0,SD,v07,0, , ,
13,2,SD,V08,0, , ,
30,0,SD,v01,1, ,CHECK V1,
37,00WD,iVla,1, , ,
44,0,WD,iV1b,0, , ,
51,0,SD,Vv01,0, , ,
59,0,wD,iV1a,0,_,_,
67,0WD,iVlb,1, , ,
30,0,SD,v02,1, ,CHECK V2,
37,00WD,ivV2a,1, , ,
44,0,WD,iv2b,0, , ,
51,0,SD,v02,0, , ,
59,0,WD,iv2a,0,_,_,
67,0WD,iv2b,1, , ,
30,0,SD,Vv03,1, ,CHECK V3,
37,0WD,iV3a,1,_,_,
44,0,WD,iv3b,0, , ,
51,0,SD,Vv03,0,_,_,
59,0,WD,iv3a,0,_,_,
67,0WD,iv3b,1, , ,
30,0,SD,v04,1, ,CHECK V4,
37,0WD,iV4a,1, ,_,
44,0,WD,ivV4b,0, , ,
51,0,SD,v04,0, , ,
59,0,WD,iV4a,0, , ,
67,0WD,iv4b,1, , ,
30,0,SD,V06,1, ,CHECK V6,
37,0,WD,iV6a,1,_,_,
44,0,WD,ivéb,0, , ,
51,0,SD,V06,0,_,_,
59,0,WD,iV6a,0, , ,
67,0,WD,iv6b,1, , ,
30,0,SD,v07,1, ,CHECK V7,
37,0WD,iV7a,1,_,_,
44,0,WD,iV7b,0, , ,



51,0,SD,V07,0,_,_,
59,0,WD,iV7a,0,_,_,

67,0 WD,iV7b,1,_,_,
30,0,SD,V08,1, ,CHECK V8,
37,0WD,iV8a,1,_,_,
44,0,WD,iV8b,0, , ,
51,0,SD,V08,0,_,_,
59,0,WD,iV8a,0,_,_,
67,0,WD,iv8b,1,_,_,
30,0,SD,V01,1, ,CHECK V1,
37,0WD,iVla,1,_,_,

44,0, WD,iV1b,0,_,_,
51,0,SD,V01,0,_,_,
59,0,WD,iV1a,0,_, ,

67,0 WD,iV1b,1,_,_,
30,0,SD,V02,1, ,CHECK V2,
37,0WD,iV2a,1,_,_,

44,0, WD,iV2b,0,_,_,
51,0,SD,V02,0,_,_,
59,0,WD,iV2a,0,_,_,

67,0 WD,iV2b,1,_,_,
30,0,SD,V03,1, ,CHECK V3,
37,0WD,iV3a,1,_,_,
44,0,WD,iV3b,0, , ,
51,0,SD,V03,0,_,_,
59,0,WD,iV3a,0,_,_,
67,0,WD,iV3b,1,_,_,
30,0,SD,V04,1, ,CHECK V4,
37,0WD,iV4a,1,_, ,
44,0,WD,iV4b,0, , ,
51,0,SD,V04,0, ,_,
59,0,WD,iV4a,0,_,_,
67,0,WD,iV4b,1,_,_,
30,0,SD,V06,1, ,CHECK V6,
37,0WD,iV6a,1,_, ,
44,0,WD,iV6b,0, , ,
51,0,SD,V06,0,_,_,
59,0,WD,iV6a,0,_,_,
67,0,WD,iV6b,1,_, ,
30,0,SD,V07,1, ,CHECK V7,
37,0WD,iV7a,1,_,_,

44,0 WD,iV7b,0, ,_,
51,0,SD,V07,0,_,_,
59,0,WD,iV7a,0,_,_,
67,0,WD,iV7b,1,_,_,
30,0,SD,V08,1, ,CHECK V8,
37,0WD,iV8a,1,_, ,
44,0,WD,iV8b,0, , ,
51,0,SD,V08,0,_,_,
59,0,WD,iV8a,0,_,_,
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67,0,WD,iv8b,1, , ,
75,0,SD,Pmp,1,_,reset,

76,0,SA, Tmp,65, ,pre-heat,
77,0,SD,V16,1, ,purge,
78,30,SA,Prs,75,_,purge,
79,0,SD,V16,0, ,end purge,
80,0,SA,Prs,0, ,vac test,
81,0,WA,Prs,1,12,PUMPING,
82,10,SA,Prs,300, ,TESTING,
83,0,WA,Prs,0,9,VAC TEST,
84,0,SD,V16,1, ,Pressure,
85,0,WA,Prs,205,222,Waiting,
86,10,SD,V16,0,_,Testing,
87,0,WA,Prs,200,222,PRES TEST,
88,0,SD,V16,1, ,Purge tubes,
89,0,SD,V06,1, ,Tube 1,
90,30,SD,V01,1, ,Tube 1,
91,0,WA,Prs,1,205,Test Tube 1,
92,0,SD,V06,0, ,Tube 1,
93,0,SD,v01,0, ,Tube 1,
94,3,SD,V02,1, ,Tube 2,
95,0,WA,Prs,1,190,Test Tube 2,
96,1,SD,V02,0,_,Tube 2,
97,1,SD,V02,1, ,Tube 2
98,1,SD,V02,0, ,Tube 2
99,1,SD,V02,1, ,Tube 2
100,1,SD,v02,0, ,Tube 2
101,1,SD,v02,1, ,Tube 2
102,1,SD,v02,0, ,Tube 2
103,1,SD,v02,1, ,Tube 2
104,1,SD,v02,0, ,Tube 2
105,1,SD,v02,1, ,Tube 2
106,1,SD,v02,0, ,Tube 2
107,3,SD,v03,1, ,Tube 3
108,0,WA,Prs,1,200,Test Tube 3
109,0,SD,Vv03,0,_,Tube3
110,3,SD,V04,1, ,Tube 4
111,0,WA,Prs,1,200,Test Tube 4
112,0,SD,V04,0, ,Tube 4
113,0,SD,V16,0,_,Done ,
114,0,SD,V15,1, ,Flow test,
115,15,SA,Prs,0, ,Flow Test,
116,0,WA,Prs,25,35,FLOW TEST,
117,0,SA,Prs,300,_,Done
118,0,SD,V15,0, ,Done,
119,0,SD,Pmp,0,_,pump off,
120,0,WA,Tmp,60,70,TEMP TEST,
121,0,SD,Snd,1, ,beep,
122,0,SD,Snd,0, ,beep,
123,0,SD,Snd,1, ,beep,
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124,0,SD,Snd,0, ,beep,
125,0,SD,Snd,1,_,beep,
126,0,SD,Snd,0, ,beep,
127,0,WD,GrnBtn,0, ,READY,
128,0,SD,V16,1, , ,
129,0,SD,V08,1, ,Purge,
130,0,SD,V07,1, ,purge,
131,0,SD,Pmp,1, ,_,
132,0,SD,V05,1, ,F18,
133,60,SD,V17,1,_ ,F18,
134,0,SD,V17,0, ,F18,
135,0,SD,V16,0,_,stop purge,
136,0,SD,V08,0, ,stop Purge,
137,2,SD,V07,0,_,stop purge,
138,1,SD,V06,1, , ,
139,0,SD,V05,0,_,_,
140,0,SD,V15,0,_,Krypto,
141,1,SD,V16,1, ,Krypto,
142,2,SD,Htr,1, ,
143,5,SD,V01,1, ,pressurize vial,
144,1,SD,V16,0,_,Krypto,
145,25,SA,Prs,90,_,Krypto,
146,10,SA,Prs,60, ,Krypto,
147,10,SA,Prs,30,_,Krypto,
148,10,SD,V05,1, ,Krypto,
149,0,SD,V05,0,_,Krypto,
150,0,SD,V01,0,_,Krypto,
151,0,SD,V06,0,_,_,
152,0,SA,Tmp,110, ,EVAP TEMP,
153,0,SA,Prs,0, ,EVAP PRES,
154,300,SD,V15,1, ,EVAPORATION,
152,0,SA,Tmp,95,_,DRY TEMP,
155,45,SD,V15,0,_,DRY,
189,0,SA,Tmp,100, ,PURGE TEMP,
156,2,SD,V16,1, ,purge,
157,2,SD,V16,0, ,purge,
158,2,SD,V16,1, ,purge,
159,2,SD,V16,0, ,purge,
160,2,SD,V16,1,_,purge,
161,2,SD,V16,0, ,purge
162,2,SD,V16,1, ,purge
163,45,SD,V16,0, ,PURGEZ2,
164,2,SD,V16,1, ,purge
165,2,SD,V16,0, ,purge
166,2,SD,V16,1, ,purge
167,2,SD,V16,0, ,purge
168,2,SD,V16,1, ,purge
169,2,SD,V16,0, ,purge
170,2,SD,V16,1, ,purge
163,45,SD,V16,0, ,PURGES,



164,2,SD,\V16,1, ,purge
165,2,SD,V16,0,_,purge
166,2,SD,V16,1, ,purge
167,2,SD,V16,0,_,purge
168,2,SD,V16,1, ,purge
169,2,SD,V16,0,_,purge
170,2,SD,\V16,1, ,purge
187,45,SD,V16,0,_,last DRY,
189,0,SA,Tmp,100,_,SET REACT TEMP,
192,10,SD,v02,1, _,n BOC,
193,2,SD,V15,1, ,n BOC,
194,5,SD,V15,0,_,n BOC,
195,2,SD,Vv02,0,_,n BOC,
197,1,SD,V15,1, ,PRESSURIZE,
198,1,SD,Pmp,0, ,PUMP OFF,
199,2,SA,Prs,100, ,PRESSURIZE,
200,0,SD,Vv15,0, ,PRESSURIZE,
201,300,SA,Prs,300,_,SEAL OFF,
203,4,SD,V16,1, ,PRESSURIZE,
159,5,SD,V03,1, ,PRESSURIZE V3,
160,1,SD,V03,0, ,PRESSURIZE V3,
161,1,SD,V16,0,_,_,
162,0,SD,Pmp,1, ,PUMP ON,
163,1,SA,Prs,0, ,FLUSH/ COOLDOWN,
164,10,SD,Vv15,1, ,FLUSH / COOLDOWN,
165,2,SA,Prs,100, ,PRESSURIZE,
166,0,SD,V15,0,_,_,
167,6,SD,v03,1, ,HCI,
168,6,SA,Prs,80,_,HCI,
169,2,SD,v03,0,_,HCI,
170,1,SD,v07,1, ,MIXW AIR,
171,0,SD,vV07,0, ,MIX W AIR,
172,1,SD,v07,1, ,MIXW AIR,
173,0,SD,vV07,0, ,MIX W AIR,
174,1,SD,v07,1, ,MIXW AIR,
175,0,SD,vV07,0, ,MIX W AIR,
176,1,SD,v07,1, ,MIX W AIR,
177,0,SD,vV07,0, ,MIX W AIR,
178,3,SA,Prs,100, ,MIX W AIR,
179,2,SD,V16,1, ,MIX,
180,2,SD,V16,0, ,MIX,
181,2,SD,V16,1, ,MIX,
182,2,SD,V16,0, ,MIX,
183,2,SD,V16,1, ,MIX,
184,2,SD,V16,0, ,MIX,
185,1,SD,V15,1, ,PRESSURIZE,
186,1,SD,Pmp,0, ,PUMP OFF,
187,2,SA,Prs,100, ,PRESSURIZE,
188,0,SD,V15,0, ,PRESSURIZE,
189,1,SA,Prs,300, ,SEAL REACTOR,
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190,300,SD,Htr,1, ,HYDROLYSIS,
191,1,SD,Htr,0, ,END OF HYDROLYSIS,
192,3,SD,v15,1, ,PRESSURIZE,
193,4,SD,V04,1, ,PRESSURIZE V4 Hidroxido 1M,
194,1,SD,V04,0, ,PRESSURIZE V4 Hidroxido 1M,
195,1,sD,v15,0, , ,

196,5,SA, Tmp,15, , ,

197,0,SD,v15,1, ,FLUSH / COOLDOWN,
198,10,SA,Prs,150, ,FLUSH / COOLDOWN,
199,10,SD,Pmp,1, ,FLUSH / COOLDOWN,
200,10,SA,Prs,0, ,FLUSH / COOLDOWN,
201,20,SD,V04,1, ,adicao hidroxido 1M,
202,0,SD,V04,0, ,adicao hidroxido 1M,
203,5,5A,Prs,80, ,MIXW AIR,
204,1,SD,vV07,1, ,MIX W AIR,
205,0,SD,v07,0, ,MIXW AIR,
206,1,SD,vV07,1, ,MIX W AIR,
207,0,SD,v07,0, ,MIXW AIR,
208,1,SD,v07,1, ,MIX W AIR,
209,0,SD,vV07,0, ,MIXW AIR,
210,1,SD,vV07,1, ,MIX W AIR,
211,0,SD,vV07,0, ,MIXW AIR,
212,1,SD,Pmp,0,_,PUMP OFF,
213,6,SA,Prs,100, ,EQUALIZE PRESSURE,
214,3,SD,V15,0, ,EQUALIZE PRESSURE,
215,0,WA,Prs,90,110,EQUALIZE PRESSURE,
216,0,SD,Snd,1, ,FICA ESPERTO!,
216,0,SD,Snd,0, ,Pronto para envio parcial,
217,1,SD,V08,0, ,Enviando para purificacao,
218,1,SD,V07,1, ,Enviando para purificacao,
219,0,SA,Prs,110, ,Enviando para purificacao,
220,20,SD,V15,1, ,Enviando para purificacao,
221,10,SA,Prs,150, ,Enviando para purificacao,
222,30,SA,Prs,180, ,Enviando para purificacao,
223,1,SD,V15,0, ,Fim da TRANSFERENCIA,
224,0,SD,Pmp,0,_,PUMP OFF,
225,0,SA,Prs,300, ,RESET,
226,0,SD,Vv08,0,_,RESET,

227,0,SD,v07,0, ,RESET,

228,0,SD,V06,0, ,RESET,

229,0,SD,V05,0, ,RESET,

230,0,SD,V04,0, ,RESET,

231,0,SD,V03,0, ,RESET,

232,0,SD,vV02,0, ,RESET,

233,0,SD,V01,0, ,RESET,

234,0,SD,V16,0, ,RESET,

235,1,SD,Snd,1, ,ACABOU!,
235,0,SD,Snd,0,_,ACABOU!,
236,0,SD,V15,0, ,END OF SYNTHESIS.
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APENDICE B — SCRIPT PARA ANALISE ESTATISTICA EM PROGRAMA R®,
VERSAO 3.4.3.

library(car)

filename_ = 'C:/Users/Raquel/Desktop/R/acetonitrila.csv'
conc = ¢("2500","3750","5000","7500","10000")

dataframe_ = read.csv(filename )

dataframevaluesl = data.matrix(dataframe_, rownames.force=NA)[,1]
dataframevalues2 = data.matrix(dataframe_, rownames.force=NA)[,2]
dataframevalues3 = data.matrix(dataframe_, rownames.force=NA)[,3]
dataframevalues4 = data.matrix(dataframe_, rownames.force=NA)[,4]

dataframevalues5 = data.matrix(dataframe_, rownames.force=NA)[,5]

Area =
c(dataframevaluesl,dataframevalues2,dataframevalues3,dataframevalues4,datafram
evaluesb)

Concentracao <-

c(rep(conc[1],3),rep(conc|2],3),rep(conc[3],3),rep(conc[4],3),rep(conc[5],3))

my.dataframe_ <- data.frame(Area, Concentracao)

res.aov <- aov(Area ~ Concentracao, data = my.dataframe_)

summary(res.aov)

plot(res.aov, 1)

leveneTest(Area ~ Concentracao, data = my.dataframe_)
aov_residuals <- residuals(object = res.aov)

shapiro.test(x = aov_residuals)

mylm <- Im(Area~Concentracao, data=my.dataframe_)



myanova <- anova(mylm)

cbind(myanova, 'CriticalValue' = gf(1-.05, myanova[l,1], myanova[2,1]))
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