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Todas as metodologias utilizadas na indUstria radiofarmacéutica devem ser validadas, a fim de garantir
que 0 método atenda as exigéncias das aplicagBes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Em uma industria de radiofarmacos, tem-se um desafio: as vezes ndo é possivel usar um padrdo estavel
(ndo radioativo) para realizar as andlises de validacdo. Para superar esta dificuldade, o objetivo deste
estudo foi sugerir um protocolo de validacdo para estas metodologias, com base nas recomendacfes do
RE n° 899/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e provar a sua eficiéncia, realizando a
validacdo do teste de pureza radioquimica do FDG (18F), por CCD. Para obter a curva de calibracao, foi
sugerido que os valores teoricos das atividades fossem determinados utilizando um calibrador de dose,
simultaneamente a cada anélise, realizada por CCD, durante 5 horas. O método foi linear (R? de 0,996),
preciso (CV% <5%) e exato (96,85% <exatiddo <102,56%). Em relacdo ao ensaio de robustez, nossos
experimentos avaliaram a influéncia da distancia percorrida pela fase mével, as variacfes na concentracao
da fase movel e do tipo de placa cromatografica (placas de silica gel em vidro ou em aluminio). Os
limites de deteccdo e de quantificacdo foram determinados (321,9 e 1065,6 kBq, respectivamente). Como
esperado, esta metodologia foi inespecifica, apresentando uma discreta mancha correspondente ao FDM.
O protocolo proposto foi eficiente e a metodologia testada foi eficaz para determinar a pureza
radioguimica de FDG (18F), atendendo aos limites preconizados pela ANVISA.
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Validation of the FDG (18F) radiochemical purity assay by thin layer chromatography

All methodologies utilized in radiopharmaceutical industry should be validated in order to prove that they
meet the requirements of analytical applications, ensuring the reliability of the results. At a
radiopharmaceutical industry there is one challenge aspect: sometimes it is not possible use a stable
standard to perform the validation analysis. In order to overcome this difficulty, the objective of this study
was to suggest a validation protocol for these methodologies, based on the recommendations of RE n°
899/Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), and prove its efficiency, performing the
radiochemical purity validation test of FDG (18F), by TLC. To obtain the calibration curve, we suggested
that the theoretical activity values should be determined using a dose calibrator, simultaneously of each
analysis performed by TLC, for 5 hours. The method was linear (R? of 0.996), precise (CV% <5%) and
accurate (96.85% < accuracy < 102.56%). In relation to the robustness test, our experiments evaluated the
influence of the distance travelled by mobile phase, variations at mobile phase concentration and type of
chromatographic plate (silica gel on glass or aluminium plates). The detection and quantification limits
were determined (321.9 and 1065.6 kBq, respectively). As expected, this methodology was nonspecific,
showing a slight spot corresponding to the FDM. The proposed protocol was efficient and the
methodology tested was effective to determine the radiochemical purity of FDG (18F), in accordance to
the limits recommended by ANVISA.
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1. INTRODUCAO

“Radiofarmacos sdo preparacdes farmacéuticas com finalidade diagndstica ou terapéutica
que, quando prontas para 0 uso, contém um ou mais radionuclideos. Compreendem também os
componentes ndo radioativos para marcagao, incluindo os componentes extraidos dos geradores
de radionuclideos™ *.

Atualmente, o 2-[**F] Fldor-desoxi-D-glicose [FDG (18F)], é um dos principais
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radiofarmacos produzidos no Brasil que é utilizado nos exames PET (do inglés Positron
Emission Tomography) 2. Trata-se de uma molécula de glicose marcada com o is6topo 18 do
flior no seu carbono 2. Este composto atua como um tragcador do metabolismo da glicose no
organismo, tendo afinidade pelas células que utilizam em grande quantidade este carboidrato
como fonte energética, principalmente as células cancerigenas °. Este é o principal motivo pelo
qual o FDG (18F) possui alta especificidade no diagnostico precoce de tumores malignos,
conseguindo detectar massas tumorais de até 2 mm *. Além dessa aplicacdo, este radiofarmaco
também é utilizado nas areas de neurologia e cardiologia, sendo importante no diagnéstico da
Doenca de Alzheimer, avaliagdo de epilepsia e na pesquisa de viabilidade miocérdica °.

O FDG (18F) é sintetizado rotineiramente pelo Centro Regional de Ciéncias Nucleares do
Nordeste (CRCN/NE), 6rgdo vinculado a Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN), e
enviado a hospitais do Recife, Natal e Paraiba. Outros centros produtores da CNEN, tais como o
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN - SP), o Instituto de Energia Nuclear (IEN
— RJ), o Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (CDNT — MG), também sdo
responsaveis pela distribuicdo do radiofarmaco no pais. Desde 2006, com a aprovacdo da
Emenda Constitucional n° 49, fica permitida a instalacdo de centros privados de producdo de
radiofarmacos PET, o que contribuiu para aumentar a malha de distribuicdo deste tipo de
medicamento em territ6rio nacional, que hoje conta com um total de 12 centros produtores.

O FDG (18F) é um farmaco de administragdo intravenosa e possui meia vida curta, em torno
109 min °. Apés a sua producdo, aliquotas sdo enviadas aos laboratérios de controle de
qualidade, onde sdo realizadas as analises microbioldgicas e fisico-quimicas antes da injecdo do
medicamento no paciente. O controle de qualidade garante a seguranca da utilizacdo do
medicamento, realizando analises de pureza quimica, radioquimica, identidade radionuclidica,
pH, solventes residuais, apirogenicidade e esterilidade.

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a pureza radioquimica de um radiofarmaco ¢ a fracdo da
radioatividade total que esta na forma quimica desejada ’. Neste caso, a proporcéo de °F livre e
8F ligado & manose [FDM (18F)] em relacdo a forma incorporada & glicose [FDG (18F)] devem
apresentar-se em niveis limitados. De acordo com a USP (2010), a fracdo de *°F livre ndo deve
exceder 10% 8, enquanto que a EP (2010), exige que fracdes de '°F livre e FDM (18F) ndo
devem ultrapassar 5% e 10%, respectivamente °. A pureza radioquimica pode ser testada tanto
por cromatografia em camada delgada (CCD) como por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) ® %™ Entretanto, antes de sua implementacéo rotineira, a metodologia escolhida deve
ser validada.

A validacdo de uma metodologia analitica € a evidéncia documentada de que um método é
adequado para a sua finalidade, sendo considerado preciso, especifico, reprodutivel e robusto,
dentro das condicBes analiticas estabelecidas ''. Varias agéncias regulamentadoras
disponibilizam guias de validacdo de metodologias, tais como, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) *, o Food and Drug Administration (FDA) **, United States
Pharmacopeia (USP) ® e a International Conference on Harmonization (ICH) ** ***°, contudo,
ndo existe uma fonte ou guia especifico para metodologias gque utilizam radiacao ionizante.

Desta forma, o objetivo do estudo foi realizar a validacdo do ensaio de pureza radioquimica
do FDG (18F), baseado nas recomendacdes da RE 899/2003 da ANVISA 12 sendo realizadas as
alteragdes necessarias para adequar o guia a metodologia de detecgao radioativa.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Descricdo do teste de pureza radioquimica

O ensaio de pureza radioquimica foi realizado pela da técnica de cromatografia em camada
delgada (CCD), na qual foi utilizada placa de silica gel como fase estacionaria e solu¢do aquosa
de acetonitrila 95% como solvente. Duas aliquotas de 10 uL referentes ao padrdo de FDG (0,01
mg/mL, preparado com solucdo de acetonitrila:dgua 95:5) (Prps), € uma aliquota de 2 pL
referente a amostra de FDG (18F) (Arpc.18) foram aplicadas na borda da placa, como ilustrado
na Figura 1. Apds corrida cromatogréafica, a placa foi submetida a leitura em um detector de
radiacdo colimado, ou radiocromatografo (Beta Detector GMC), baseado em um detector do
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tipo Geiger-Muller (sensibilidade de 10 Bg em 10 min e resolucdo espacial de 2-3 mm), para
quantificacdo da radioatividade. Para controle do radiocromatdgrafo foi utilizado o software
MiniGita Control (Raytest, Alemanha) e, em seguida, para obtencdo do cromatograma, utilizou-
se o0 software Gina Star TLC (Raytest, Alemanha), selecionando-se a op¢édo baseline region, que
integra os sinais subtraindo automaticamente o valor da radioagéo de fundo. Posteriormente, foi
determinada a localizacdo do padrdo de FDG através da sua revelacdo (teste de mancha),
borrifando a placa com &cido sulfdrico 2N e aquecendo-a a 110°C, por 2 minutos, em chapa
aquecedora (Fisatom, modelo 503). O fator de retencdo (Rf) correspondente a mancha obtida
com o padrdo de FDG foi entdo comparado com o Rf determinado pelo radiocromatografo.
Como critério de aceitacdo do teste de pureza radioquimica, o Rf da amostra de FDG (18F),
obtido no radiocromatografo, devera corresponder ao Rf do padrdo de FDG (0,4 < Rf do padrao
< 0,6). Para aprovacdo do lote do FDG (18F), pelo menos 90% da radioatividade do
radiofarmaco produzido devera ser proviniente do FDG (18F) e FDM (18F), certificando que
menos de 10% seja proviniente da presenca de possiveis contaminantes, como o fltor-18 livre
(Rf = 0,0) e produtos acetilados (Rf = 0,8 — 0,95).
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Figura 1: Esquema do preparo da placa cromatogréfica para o ensaio de pureza radioquimica. Prpg:
Padrdo de FDG, Arpg.1s: Amostra de FDG (18F).

2.2 Parametros da validacéo do teste de pureza radioquimica

Os parametros de validacdo avaliados foram linearidade, robustez, limites de deteccéo (LD) e
quantificacdo (LQ) radioativos, limite de deteccdo do teste de mancha, precisdo, exatiddo e
especificidade.

A falta de padrbes de referéncias de variadas concentragOes de atividade para se construir
uma curva de calibragdo foi o primeiro desafio encontrado durante da validagdo. Por isso, foram
utilizadas amostras de FDG (18F) radioativas. As medicOes foram realizadas simultaneamente
no radiocromatografo, a fim de se obter as &reas dos picos referentes ao FDG (*°F), e no
medidor de atividade (activimetro PTW Curiementor4).

Os resultados das medigdes realizadas no activimetro (média de cinco repetigdes) foram
considerados como os valores teodricos de atividade e foram utilizados para a construgdo da
curva de calibragdo. O gréfico gerado possui, entdo, no eixo das abscissas, as médias das
atividades medidas pelo activimetro e, no eixo das ordenadas, o valor correspondente as areas
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sob os picos geradas pelo radiocromatografo. As curvas de calibragdo foram preparadas com
cinco niveis de concentracdo de atividade (P, a Ps). As analises foram iniciadas logo ap6s a
producdo do FDG (18F) e analisadas durante 5 horas com um intervalo de 1 hora entre as
determinagBes. Como ndo é possivel controlar exatamente a atividade da amostra de FDG (*°F)
produzida, o intervalo de concentragdo da atividade variou entre os dias analisados e serdo
especificados no decorrer da metodologia.

Para avaliacdo da linearidade foram construidas e testadas trés curvas de calibracdo
empregando-se uma faixa de atividade de 4.568,76 — 21.428,92 kBq (125-570 pCi). A variancia
da curva de regressao linear foi estimada pelo método dos minimos quadrados e foram
analisados os coeficientes de variacdo entre as trés curvas, referente a cada nivel de
concentragdo de atividade (P1 a P5).

Na determinacdo da robustez, foram avaliadas a influéncia da distancia percorrida pela fase
moével (Ad= 5,5; 6,0; 6,5 cm), de pequenas variacbes na concentracdo da fase movel
acetonitrila:agua (94:6, 95:5 e 96:4 v/v) e do tipo da placa cromatografica utilizada (vidro e
aluminio).

O LD e o LQ da medicéo radioativa foram estimados pelas férmulas descritas na RE n° 899
da ANVISA *. O teste de visualizacdo da manh (teste de mancha) foi avaliado seguindo duas
metodologias: 1) por meio da analise do volume de aplica¢do da aliquota (10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3,
2,1e0,5pL) do padrdo de FDG (0,1 mg/mL), e 2) por meio da avaliacdo do LD através de
testes com diluicdes sucessivas do padrdo, abrangendo uma faixa de 0,08 a 0,01 mg/mL com
intervalos de 0,01 mg/mL.

A precisao do método foi avaliada por meio da repetibilidade (precisdo intradia) em triplicata
(trés dias distintos, com operadores diferentes). Os resultados dos trés dias foram analisados
independentemente, ou seja, ndo foi possivel comparar os resultados entre cada dia (precisao
intermediaria), devido as variacbes das atividades do radiofarmaco produzido em dias
diferentes.

Tanto para 0s ensaios de precisdo como para os de exatiddo, foram utilizadas trés amostras de
FDG (18F) de mesmo lote (corridas em trés placas distintas) e em trés niveis de concentracdo de
atividade (baixa, média e alta), totalizando nove determinacGes. As faixas de concentracdo da
atividade das curvas de calibracdo foram: 4766,34 — 21591,72 kBq (128,82 - 583,56 uCi)
(1°dia); 8372,36 — 38110 kBq (226,28 — 1030 uCi) (2° dia); 17936,86 — 97850,2 kBq (484,78 -
2644,6 uCi) (3° dia). Foram calculados o desvio padrdo relativo (DPR) para a precisdo e o
percentual de resposta da concentracdo para a exatiddo, seguindo as equacBes descritas pela
ANVISA . Nestes dias, os estudos de linearidade foram repetidos nos intervalos acima
descritos devido as variacdes de atividade entre as amostras, que ndo correspondiam a faixa de
valores utilizada no estudo inicial de linearidade.

A especificidade da metodologia foi avaliada submetendo os outros componentes que podem
estar presentes no radiofarmaco, FDG (0,1 mg/mL), FDM (0,1 mg/mL), aminopoliéter (0,05
mg/mL) e glicose (0,5 mg/mL), ao processo de revelacdo, apds corrida cromatografica. A
mancha somente devera aparecer no local de corrida do padrdo de FDG (Rf entre 0,4 e 0,6).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s&o mostrados os dados para obtengéo das trés curvas de calibracéo do ensaio de
linearidade, das médias e dos coeficientes de variagdo para cada nivel de concentracdo de
atividade, sendo que, os valores obtidos para 0 CVV% foram sempre inferiores a 5%. Na Figura 2
é apresentado o grafico do ajuste linear das trés curvas de calibracdo pelo método dos minimos
quadrados ordinarios. A partir deste ajuste, foi obtida a equacdo da curva de calibracdo, que
relaciona a area sob os picos do cromatograma & concentragdo de atividade. O método foi linear
na faixa de 4568,76 - 21428,92 kBq (125-570 UCi) e o coeficiente de correlacio (R?) foi 0,996,
atendendo a exigéncia da ANVISA (R*> 0,99) *2.
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Tabela 1: Dados dos ensaios de linearidade das trés curvas de calibracéo para o FDG (18F).

Concentracgéo de Atividade Areas dos picos
(kBq) (C/mm*1000)
Desvio
Média das areas .
Hora Curval Curva2 Curva3 Curval Curva?2 Curva3 Padrdao CV(%)
(C/mm*1000) ©)
(o]

1 21428,92 21325,32 20413,64 66960,5 69269,86 67289,14  67,8x10° 1,2x10° 1,8
2 14660,88 14595,76 14087,38 46313,43 49126,93 47236,14  47,6x10° 1,4x10° 2,9
3 10073,62 10027 9583 31837,14 32254,43 30879,14  316,6x10 7,1x10° 2,2
4 68931 6860,54 6544,56 21601,43 21487,9321263,29  214,5x10 1,7x10> 0,8
5 4718,98 4693,82 4568,76 14004,5 14698,21 14071,86  142,6x10 3,8x10° 2,7
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Figura 2: Gréafico da regressao linear pelo método dos minimos quadrados ordinarios das
trés curvas de calibracdo do FDG (18F).

Na Tabela 2 estdo apresentadas as méedias dos resultados dos ensaios de validacao.

Tabela 2: Média dos resultados dos ensaios da validacao.

Robustez (CV%0)
Distancia .
. ; ~ Tipo de placa LD LQ
Linearidade  percorrida Concentra}gao cromatogréafic radioativo  radioativo
pela fase da fase movel a
movel
321,9kBq 1065,6 kBq
0 0, 0, 1 ’
0,996 5,0% 4,9% 1,4% 8.7 uCi 28,8 Ci
Precisdo (%) Exatidao (%)
Dial Dia 2 Dia3 Dial Dia 2 Dia 3

1,59 3,41 2,79 102,56 97,58 96,85
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Com base nestes resultados, pode-se concluir que a metodologia € linear, robusta e sensivel,
nas condicdes experimentais descritas. Os resultados do ensaio de robustez mostraram que os
dois tipos de placas cromatograficas (vidro e aluminio) podem ser utilizados na rotina do
laboratorio, pois ndo apresentaram variacfes significantes entre os resultados obtidos (CV%=
1,4%). As analises das distancias percorridas pela fase mével e das concentracfes do solvente
apresentaram os coeficientes de variacdo, 5,0 e 4,9, respectivamente, mostrando que o método é
robusto nestas condicdes. A precisdo, avaliada por meio dos coeficientes de variagdo dos
resultados obtidos, foi inferior a 5%, como exigido pela ANVISA ** e a exatiddo do método
apresentou valores proximos a 100% (de 96,85% a 102,56%).

No ensaio do limite de deteccdo do teste de mancha, a concentragdo minima do padrdo de
FDG que pbde ser detectada foi 0,02 pg/mL (Figura 3) e todas as aliquotas do padrdo de FDG
0,1 pg/mL (10-0,5 pL) foram positivas (Figura 4), ndo havendo, portanto, um limite de deteccéo
referente ao volume da aliquota.

Figura 3: Ensaio do limite de deteccéo do teste de mancha com concentracfes
decrescentes do padréo de FDG.

A

Figura 4: Ensaio do limite de deteccéo do teste de mancha com aliquotas decrescentes do
padréo de FDG 0,1 pg/mL.

O método foi considerado especifico com relacdo ao aminopoliéter e a glicose, pois ndo
foram visualizadas manchas correspondentes a estes dois analitos (resultados negativos). Porém,
foi observada a formagdo de uma mancha discreta no local de corrida do FDM (Figura 5), no
mesmo Rf em que o FDG. Isto mostrou que a metodologia é inespecifica neste ponto, sendo
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capaz de detectar outra substancia (FDM) que ndo era a de interesse (FDG), devido a
semelhanca estrutural entre estas moléculas. Contudo, uma segunda metodologia descrita pela
USP 8 e EP °, realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), é capaz de separar
e quantificar os analitos, FDM e FDG.

Figura 5: Ensaio de especificidade do método de pureza radioquimica do FDG
(18F). K : kryptofix (aminopoliéter); G : glicose.

4. CONCLUSAO

A metodologia em estudo foi eficiente para a determinacdo da pureza radioguimica do FDG
(18F) e apresentou resultados satisfatorios nos ensaios de validacdo, podendo ser utilizada na
rotina com confiabilidade dos resultados.

Por ndo existir uma legislacdo vigente que contemple protocolos de validacdo para métodos
de deteccdo radioativa, foram necessarias algumas alteracBes no protocolo original da RE n°
899/ANVISA para a validagdo do teste de pureza radioguimica. A falta de solugbes padrdes de
concentracdo de atividade conhecida obrigou a utilizacdo da propria amostra de FDG (18F)
radioativa nos ensaios de validacdo. Para cada analise realizada pelo radiocromatégrafo, foi
necessaria a analise simultanea por um activimetro para determinacdo da atividade tedrica da
amostra. Na determinacdo da linearidade, precisdo e exatidao, foi preciso esperar o decaimento
da amostra durante 5 horas para poder construir curvas de calibracdo com cinco niveis de
concentracdo de atividade. Também, como ndo é possivel controlar exatamente a concentracdo
de atividade da amostra de FDG (18F) produzida, o ensaio da precisdo intermediaria ndo pode
ser realizado.

Mesmo sem trabalhos descritos em literatura, foi possivel a realizacdo da validagdo do
método, o qual se mostrou robusto, linear, sensivel, preciso, exato e especifico, dentro das
condigdes dos experimentos.
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