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Resumo

A par das patologias oncoldgicas, as doencas do foro cardiaco, em particular a doenca
arterial coronéria, sdo uma das principais causas de morte nos paises industrializados, devido
sobretudo, a grande incidéncia de enfartes do miocérdio.

Uma das formas de diagndstico e avaliacdo desta condicdo passa pela obtencdo de
imagens de perfusdo miocardica com radionuclideos, realizada por Tomografia por Emissao
de Positrdes (PET). As solucdes injectaveis de [*°0]-H.0O, [**Rb] e [**N]-NH; sdo as mais
utilizadas neste tipo de exame clinico.

No Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saude (ICNAS), a existéncia de um
ciclotrdo tem permitido a producdo de uma variedade de radiofarmacos, com aplicacGes em
neurologia, oncologia e cardiologia. Recentemente, surgiu a oportunidade de iniciar exames
clinicos com [**N]-NH; para avaliacdo da perfusdo miocardica. E neste ambito que surge a
oportunidade do presente trabalho, pois antes da sua utilizacdo clinica € necessario realizar a
optimizacgéo da producéo e a validacédo de todo o processo segundo as normas de Boas Praticas
Radiofarmacéuticas.

Apo6s uma fase de optimizacdo do processo, procedeu-se a avaliacdo dos parametros
fisico-quimicos e biolégicos da preparacdo de [**N]-NHs, de acordo com as indicacdes da
Farmacopeia Europeia (Ph. Eur.) 8.2. De acordo com as normas farmacéuticas, foram
realizados 3 lotes de producdo consecutivos para validacdo da producdo de [**N]-NHs. Os
resultados mostraram um produto final limpido e ausente de cor, com valores de pH dentro do
limite especificado, isto €, entre 4,5 e 8,5. A pureza quimica das amostras foi verificada, uma
vez que relativamente ao teste colorimétrico, a tonalidade da cor da solugdo de [**N]-NH; ndo
era mais intensa que a solucédo de referéncia. As preparagdes foram identificadas como sendo
[**N]-NHs, através dos resultados obtidos por cromatografia iénica, espectrometria de radiacéo
gama e tempo de semi-vida. Por examinagdo do cromatograma obtido com a solucéo a ser
testada, observou-se que o pico principal possuia um tempo de retencdo aproximadamente
igual ao pico do cromatograma obtido para a solucdo de referéncia. Além disso, o espectro de
radiacdo gama mostrou um pico de energia 0,511 MeV e um outro adicional de 1,022 MeV
para os fotbes gama, caracteristico de radionuclideos emissores de positrdes. O tempo de
semi-vida manteve-se dentro do intervalo indicado, entre 9 e 11 minutos. Verificou-se,
igualmente, a pureza radioquimica das amostras, correspondendo um minimo de 99% da
radioactividade total ao [**N], bem como a pureza radionuclidica, observando-se uma
percentagem de impurezas inferiores a 1%, 2h ap6s o fim da sintese. Os testes realizados para
verificacdo da esterilidade e determinacdo da presenca de endotoxinas bacterianas nas
preparacdes de [**N]J-NH; apresentaram-se negativos.
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Os resultados obtidos contribuem, assim, para a validagdo do método para a produgédo
de ["N]-NHs, uma vez que cumprem 0s requisitos especificados nas normas europeias,
indicando a obtencdo de um produto seguro e com a qualidade necessaria para ser
administrado em pacientes para avaliacdo da perfusao cardiaca por PET.

Palavras-chave: Doenca Arterial Coronaria, Perfusio Miocardica, [**N]-NHs, PET,
ICNAS, Controlo de Qualidade, Validagéo
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Abstract

Hand in hand with oncologic pathologies, cardiac diseases, in particular coronary
artery disease, are one of the leading causes of death in industrialized countries, particularly
due to the high probability of causing myocardial infarction.

A way to diagnose and evaluate this condition is obtaining images of myocardial
perfusion with radionuclides, using Positron Emission Tomography (PET). Injectable
solutions of [?0]-H,0, [**Rb] e [**N]-NHs are the topmost used in this type of clinical exams.

The existence of a cyclotron at the Institute for Nuclear Sciences Applied to Health
(ICNAS) has allowed the production of a variety of radiopharmaceuticals, with applications in
the fields of neurology, oncology and cardiology. Recently, an opportunity to start clinical
scans to evaluate myocardial perfusion has emerged. In this context arises the opportunity for
this work, since it’s necessary to optimize the production and validate all the process,
according to Good Radiopharmaceutical Practices (GRRPS).

After an optimization of the process, we proceeded to the evaluation of the
physicochemical and biological properties of [**N]J-NHs, according to specifications of
European Pharmacopeia (Ph. Eur.)) 8.2. According to European radiopharmaceutical
regulations, 3 consecutives batches were performed for validation of [**N]-NH; production.
Results showed a clear and colorless final product for all batches and pH values were within
the limit allowed, i.e., between 4,5 e 8,5. The chemical purity of the samples was confirmed
by the colorimetric test, since we obtained for the [**N]-NHs solutions a color tone that was
not more intense that the one for the reference solution. The samples were identified as [**N]-
NHg, through the results obtained by ionic chromatography, gamma ray spectroscopy and half-
life. The examination of the chromatogram obtained with the test solution revealed a principal
peak with an approximate retention time as the principal peak of the chromatogram obtained
with the reference solution. Besides, the gamma ray spectrum showed a peak of 0,511 MeV
and an additional peak of 1,022 MeV for gamma photons, which is characteristic of beta
positronic radionuclides. The half-life results were within the specified range, between 9 e 11
minutes. We also confirmed the radiochemical purity of the samples, corresponding a
minimum of 99% of total radioactivity to [**N], as well as their radionuclidic purity, for which
we observed a percentage of impurities less than 1%, 2 hours after the end of synthesis. Tests
for sterility and for presence of bacterial endotoxins in [**N]-NH; batches were also negative.

Thus, results contribute to the validation of the method for production of [**N]-NH;,
since they comply with specifications of European regulations for radiopharmaceuticals, and
allow the production of a safe product, with the necessary quality to be administrated to
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patients with suspicion of having coronary artery disease or already diagnosed, in order to
evaluate myocardial perfusion by PET.

Keywords: Coronary Artery Disease, Myocardial Perfusion, [**N]-NHs, PET, ICNAS,
Quality Control, Validation
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Introducao

As patologias cardiovasculares e oncoldgicas constituem, actualmente, as duas
principais causas de morte em toda a Europa e a nivel mundial (WHO, 2012; CDC, 2013).
Fundamental para o sucesso da terapéutica nestas afecgdes é a sua deteccdo precoce e uma
correcta avaliacdo das condigdes fisiologicas subjacentes. Neste contexto, a Medicina Nuclear
- inicialmente através da técnica SPECT (do inglés Single Photon Emission Computed
Tomography) e, actualmente, também através da PET (Positron Emission Tomography) -
assume uma particular relevancia, directamente reflectida no maior e mais consistente
crescimento na historia da Imagiologia Médica, verificado especificamente por esta ultima
técnica — PET. Sendo ndo invasiva, esta técnica, no caso particular da oncologia, providencia
ndo s6 uma excelente ferramenta de diagndstico, de estadiamento e de localizacdo de
metastases, como possui, igualmente, um papel cada vez mais relevante no planeamento do
tratamento em Radioterapia (Zheng et al., 2014), auxiliando tanto na seleccdo da terapéutica
mais adequada, como na monitorizacdo dos resultados obtidos. Além das vantagens
supracitadas, a utilizacdo da Medicina Nuclear em geral e da tecnologia PET em particular
permite ainda a reducdo do numero e da extensdo das intervencBes cirdrgicas e,
consequentemente dos custos e problemas associados.

A PET tem sido amplamente utilizada ndo s6 em oncologia (Hutchings et al. 2006),
mas igualmente em neurologia, para diagnostico e caracterizacdo de doencas como a de
Alzheimer (Rabinovici et al., 2007) ou de Parkinson (Peng et al., 2013), e cardiologia, onde é
utilizada para estudos de perfusdo miocardica e consequente diagndstico, avaliacdo da
extensdo e prognostico de doenca cardiaca, principalmente da doenca arterial coronaria
(Namdar et al., 2005). Qutras areas tém beneficiado, igualmente, dos estudos efectuados com
PET, nomeadamente a avaliacdo e monitorizacdo de inflamacéo e infeccdo, como o que pode
acontecer em doentes com fibrose cistica (Klein et al., 2009).

Os radioisotopos emissores de positrées utilizados em PET sdo raramente produzidos
por um dispositivo médico especifico (designado por “gerador de radioisotopos”) e mais
frequentemente produzidos em ciclotrdo, um tipo de acelerador de particulas, e depois
combinados com vectores fisioldgicos, geralmente num modulo de sintese automatizado, para
dar origem ao produto final, o radiofarmaco. No caso especifico da doenga cardiaca, um dos
radiofdrmacos que pode ser utilizado para avaliacdo da perfusdo miocardica é a [**N]-NHs. Tal
como o que esta definido para todos os produtos farmacéuticos, antes da sua administracao ao
paciente, a [*N]-NH; e os restantes radiofarmacos devem ser sujeitos a um processo de
controlo de qualidade, de modo a garantir a seguranca do paciente e a obtencdo de um produto
que satisfaz aos objectivos para 0s quais é gerado.
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No Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas & Satde (ICNAS) a producéo de [**N]-
NH;3 para fins comerciais ou para utilizagdo em exames realizados nas instalagdes ainda se
encontra em desenvolvimento. Para esse efeito, € necessario efectuar, primeiramente, a
validacdo do seu método de producdo, através de um processo de controlo dos parametros
fisico-quimicos e bioldgicos, de modo a tornar possivel a avaliacdo da perfusdo miocardica
por PET, sem recorrer a outros radiofarmacos cuja imagem pode possuir uma precisdo e
qualidade menor, comparativamente a imagem obtida através do uso de [**N]-NHa.

Numa primeira fase deste estudo procedeu-se a optimizacdo do processo de producdo
de [**N]-NHs, e, posteriormente, & sua validacdo, através dos testes indicados na Ph. Eur..
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1. Tomografia por Emissao de Positrdes (PET)

1.1. Principios Gerais

A Tomografia por Emissdo de Positrdes (PET) € uma técnica imagiol6gica nédo
invasiva da Medicina Nuclear, que fornece informacéo tridimensional acerca dos processos
funcionais de um ou mais 6rgdos ou sistemas. E, normalmente, constituido por uma série de
detectores dispostos em forma de anel a volta da zona de interesse do individuo que efectua o
exame. O sistema baseia-se na deteccdo simultanea de um par de fotdes de radiagdo gama de
511 KeV que circulam em direccdes opostas, resultantes da aniquilacdo entre um positrdo
emitido por um radionuclideo e um electrdo do meio. Uma quantidade elevada de eventos de
aniquilacdo constitui condicdo necessaria para a obtencdo de dados relevantes. Através de
equacOGes matematicas e algoritmos, os dados recolhidos referentes ao local onde ocorrem
estes eventos num determinado espaco de tempo sdo reconstruidos por um sistema informatico
dedicado, permitindo a obtencdo de imagens bi e tridimensionais. O radionuclideo é
administrado juntamente com uma molécula biologicamente activa, o tragador, que funciona
como sonda para o local onde se pretende obter informacdo dos processos bioquimicos que ai
ocorrem.

Uma parte da via metabdlica (ou do processo bioquimico) é tracada, de modo a que
uma analise cinética possa ser utilizada para obter uma estimativa da concentracdo dos
produtos iniciais e finais ao longo do tempo e, no fim, uma imagem da taxa a que 0 processo
ocorre. Em casos de doenga, podem ser identificadas alteragfes funcionais que levam ao seu
diagndstico, progndstico e avaliagdo da eficacia e adequacdo da terapéutica, nomeadamente. O
radiofarmaco é produzido utilizando is6topos de elementos de baixa massa atomica,
facilmente encontrados biologicamente, como azoto (N), carbono (C) e oxigénio (O), pelo que
0 processo bioldgico néo sofre interferéncia. A disseminacao generalizada de versdes cada vez
mais simplificadas, fiaveis e automatizadas do ciclotrdo, assim como o aparecimento e a
adopcao de sistemas automatizados de sintese radioquimica tem permitido a producdo mais
rapida e simples de radiofarmacos para PET.

A hibridacdo da PET com a Tomografia Computadorizada — CT (do inglés Computed
Tomography) num sd aparelho e exame representa uma valiosa vantagem na obtencdo de
imagem através desta tecnologia, uma vez que reune as imagens com informacdo funcional
obtidas por PET com as imagens anatomicas fornecidas por CT (adquiridas através do
processamento por computador de sec¢des do corpo submetidas a varios raios X), levando a
formacdo de um terceiro tipo de imagem com maior resolugdo e contraste, onde se pode
observar facilmente a actividade metabdlica e o local onde as lesbes ou anormalidades se
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encontram (Syed et al. 2005), contribuindo, consequentemente, para um melhor diagnéstico e
avaliacdo médica da condigdo do paciente (Figura I).

Figura | - Imagem obtida por CT e PET/CT com [**F]-FDG, respectivamente, para avaliacio de
carcinoma de células escamosas bucal (Syed et al. 2005).

1.2. Perspectiva Historica

1.2.1. A Descoberta do Positrdo

Em 1928, o fisico britdnico Paul Dirac postulou a existéncia de particulas com a
mesma massa do electrdo, mas com carga oposta, os electrdes positivos, com base em
equacOes de mecanica quantica e na teoria da relatividade de Einstein (Dirac, 1930). Prop0s,
igualmente, que estas particulas poderiam transitar para um estado ndo ocupado de energia
negativa, provocando o seu desaparecimento e o dos electrfes, sendo a energia libertada sob a
forma de radiacdo. Quatro anos depois, em 1932, o fisico experimental Carl D. Anderson
provou a veracidade das previsdes tedricas de Dirac, quando permitiu que raios cOsmicos
passassem através de um detector de particulas, a camara de Wilson (Wilson cloud chamber) e
de uma placa de chumbo, sob a ac¢do de um forte campo magnético. Anderson verificou que o
rasto deixado pelos positrbes apareciam na placa fotogrdfica com uma curvatura
correspondente a uma razdo massa/carga igual a de electrdes, mas na direccdo da parte da
placa carregada negativamente, indicando a sua carga positiva (CD Anderson, 1932). A estas
particulas, Anderson denominou de positrdes (electres positivos) e alegou que derivavam da
accdo de protbes. No entanto, meses antes, Frédéric e Iréne Joliot-Curie tinham ja obtido
evidéncias da sua existéncia em placas fotograficas, mas fracassaram o mesmo propdsito por
falha na interpretacdo do significado do rasto produzido pelo movimento da particula na
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camara de Wilson, uma vez que os identificaram como particulas semelhantes a electrdes
(Leone & Robotti, 2010).

1.2.2. A Construcéao do Ciclotrao

Ainda antes da descoberta do positrdo e da construcdo do ciclotrdo, foram realizadas
tentativas no sentido de acelerar particulas. Em 1919, no Laboratério Cavendish, em
Cambridge, Ernest Rutherford conseguiu converter um nucleo de azoto em oxigénio, através
do bombardeamento com particulas alfa (Eisenberg, 1992), isto €, com nucleos de atomo de
hélio, compostos por 2 neutrGes e 2 protBes. A partir deste método, outros isotopos de
elementos comuns foram obtidos. O grupo de trabalho de Rutherford descobriu, igualmente,
que as particulas alfa induziam mais transmutacgdes, através de reacgdes nucleares, a medida
que a sua velocidade de movimento aumentava (Heilbron & Seidel, 1989), pelo que a partir
daqui se comecou a investigar a construcao de aceleradores de particulas.

O uso de um tubo de raios x com altas voltagens foi a primeira tentativa de provocar a
aceleragdo de particulas. Mais tarde, em 1932, John Cockcroft e Ernest Walton desenvolveram
um tipo de acelerador de particulas de alta voltagem capaz de produzir protbes com uma
energia suficiente para uma transformacao nuclear. Com este equipamento, conseguiram obter
berilio, por bombardeamento de litio com um protdo (Eisenberg, 1992). O berilio depois
dividia-se em dois nucleos de hélio (com dois protdes cada).

Contudo, em 1931, o fisico norte-americano Ernest Lawrence tinha ja desenvolvido o
ciclotrdo em Berkeley, Universidade da California um acelerador ciclico de particulas que
permitia a sua aceleracdo numa trajectdria espiral. Da sua constituicdo fazia parte duas
estruturas condutoras cilindricas em forma de “D”, colocadas sob a ac¢do de um campo
magnético uniforme, perpendicular a elas. As particulas eram aceleradas numa trajectoria
espiral, com vista a obtencdo de particulas de alta energia, utilizando baixas voltagens
(Lawrence & Livingston, 1932). Estas particulas poderiam ser utilizadas para bombardear
elementos quimicos e explorar o seu ndcleo.

O ciclotrdo original sofreu diversos aperfeicoamentos ao longo do tempo,
principalmente ao nivel do seu tamanho, com a utilizacdo de estruturas condutoras cada vez
maiores, permitindo o aumento da velocidade de aceleracao.
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Figura Il - Representacdo esquematica do modo de operacédo do ciclotrdo patenteado por Lawrence, em
1934 (Lawrence, 1934).

1.2.3. Da Descoberta da Radioactividade Artificial a Producdo de
Radionuclideos Através do Ciclotrao

Pouco tempo apos a descoberta de Anderson, Patrick Blackett e Giuseppe Occhialini
comprovaram a existéncia dos positroes e relacionaram-na com a hipotese do anti-electrdo
postulada por Dirac (Blackett & Occialini, 1933). Iréne e Frédéric Joliot-Curie demonstraram
que os positrdes derivavam da absor¢éo de raios gama por parte da placa de chumbo que tinha
sido colocada na camara de Wilson em frente a uma fonte de Poldnio/Berilio (Curie & Joliot,
1933). Estes resultados foram explicados a luz do processo que ficou conhecido como
producdo de pares. Este processo caracteriza-se pela criacdo simultanea de uma particula e da
sua anti-particula, neste caso de um par de electrbes positivo e negativo, resultante da
interaccdo entre um fotdo de alta energia e o nucleo de um atomo. Para tal ocorrer, é
necessaria uma energia superior a 1,022 MeV. O positrdo encontra facilmente na matéria um
electrdo, ocorrendo a sua aniquilacdo e consequente libertacdo de dois fotdes gama, cada um
com uma energia 0,511 MeV, de acordo com a equacéo formulada por Einstein, E= mc?

Em 1934, o casal Joliot-Curie verificou que ap6s o bombardeamento de aluminio, boro
e magnésio com particulas alfa, os positres continuavam a ser emitidos, mesmo apds a
remocdo da fonte de bombardeamento (Curie & Joliot, 1934). Deduziram, para 0 caso do
nucleo de aluminio, que o seu bombardeamento com particulas alfa levava a formacao de um
nacleo instavel de fésforo, com emissdo de um neutrdo como radiagdo. Foi a primeira
producdo artificial de um isétopo. A partir daqui, utilizando o ciclotrdo, comecaram a ser
produzidos, em quantidades significativas, isétopos radioactivos, como carbono-11, azoto-13,
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flor-18 e oxigénio-15 (Wagner, 1998), que constituem, até hoje, alguns dos principais
isétopos utilizados ao nivel da medicina e da investigagéo.

Quatro anos depois, em 1938, a equipa de Lawrence, em Berkeley, teve acesso a
financiamento para a constru¢do de um “ciclotrdo médico”, 0 que permitiu a producédo
eficiente de grandes quantidades de radiois6topos, com recurso ao bombardeamento com
protdes de alta energia, neutrbes e particulas alfa. Foi possivel, igualmente, a obtengdo de
produtos criados pelo homem, como é o caso do tecnécio-99 (**Tc) e do seu isémero
metaestavel nuclear, tecnécio-99m, isolado, acidentalmente, apdés o bombardeamento de
molibdénio natural (**Mo), existente no ciclotrdo (Heilbron et al. 1996). O iodo-131 é outro
exemplo de um is6topo produzido artificialmente.

1.2.4. Desenvolvimento da Tecnologia PET em Medicina Nuclear

Apesar de terem sido produzidas varias versdes de detectores de positrdes nos anos 50,
estas ndo possuiam sensibilidade suficiente para a obtencéo de imagens Uteis para diagnostico.
Na década seguinte, David E. Kuhl e Roy Edwards propuseram um conceito para evidenciar
uma imagem do seu plano de fundo, que iria mais tarde dar origem a varios instrumentos e
técnicas tomograficas (Kuhl & Edwards, 1963). Em 1973, Michael E. Phelps constréi o
primeiro tomografo PET, na Universidade de Washington, o qual chamou de PETT 1 (de
Positron Emission Transaxial Tomography). Com o auxilio de Edward J. Hoffman e de
Michel Ter-Pogossian, Phelps realizou varios estudos e aperfeicoou o aparelho, matematica e
fisicamente, nomeadamente ao nivel de algoritmos e de mais e melhores detectores. Durante
este periodo, varias imagens foram obtidas utilizando carbono-11, glucose, oxigénio-15 e
azoto-13 (reviewed in Steiner, 2002).

Em 1976, na UCLA, Z.H. Cho e seus colaboradores reportaram o desenvolvimento de
um sistema em forma de anel de detectores (Cho et al., 1976), que serviu de protétipo a
aparelhos mais sofisticados e a forma actual dos aparelhos PET. O desenvolvimento dos
radiofarmacos, em particular de FDG (**F-fluodesoxiglucose), um analogo da glucose cujo
grupo hidroxilo do carbono 2 é substituido por um &omo de fldor, contribuiu para a aceitagdo
e evolucdo da tecnologia PET (Ido et al., 1978). A utilizacdo de FDG para estudos fisioldgicos
in-vivo, nomeadamente para verificacdo do seu uptake em tumores cerebrais, permitiu a
confirmacédo do seu valor como preditor diagnostico e a validacdo da imagiologia por PET.

1.3. Aplicac0es

A PET tem sido utilizada maioritariamente para estudos clinicos nas areas de
oncologia (Zheng et al., 2014), cardiologia (Castellani et al., 2010) e neurologia (Rabinovici et
al., 2007).
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Em oncologia, o diagnostico de neoplasias € possivel devido & acumulagdo e ao
metabolismo do radiofarmaco dentro do tumor. Estudos demonstraram que um aumento do
metabolismo da glucose é caracteristico de neoplasias, acompanhando a degeneracdo
associada ao desenvolvimento de tumores (Weber, 1977). No ambito destes estudos, foi
desenvolvido o radiofarmaco que até hoje tem a maior aplicagio, o 2-[*®F]-flGoro-2-desoxy-D-
glucose ([*°F]-FDG) (ldo et al., 1978). O FDG é um analogo da glucose cujo atomo de
hidrogénio (H) na posicdo 2 foi substituido por um fluor (F). O aumento do consumo de
glucose permite a obtencdo de sinais elevados de FDG na imagem dos tumores obtida por
PET, tornando possivel a sua distingdo dos tecidos circundantes. Deste modo, a PET permite,
nomeadamente, o diagnostico precoce de tumores (Duhaylongsod et al., 1995), a deteccdo de
metéstases (Kobayashi et al., 2011), a avaliacdo da resposta a terapéutica (Allen-Auerbach &
Weber, 2009) e consequente alteracdo da mesma para uma melhor abordagem da doenca, e 0
estabelecimento de um prognostico a partir dos dados obtidos (Endo et al., 2006).

O diagnostico e caracterizacdo de doencas neurologicas também é possivel através da
PET. Desordens neuroldgicas como Alzheimer e Parkinson sdo passiveis de ser detectadas
num estadio inicial da doenca, embora com alguma dificuldade. Este € um factor determinante
para a resposta ao tratamento, uma vez que os tratamentos existentes tém uma maior eficacia
no inicio do desenvolvimento da doenca (Phelps, 2000). Aqui também o FDG tem um papel
essencial, uma vez que o metabolismo da glucose providencia cerca de 95% do ATP
necessario para o normal funcionamento do cérebro (Varrone et al., 2009). A PET possibilita
ainda a diferenciacéo entre Alzheimer de outros tipos de deméncia, bem como de redugdes
benignas relacionadas ao envelhecimento (Duara et al., 1986; Herholz, 1995). Outras
anormalidades associadas a actividade de neurotransmissores ou epilepsia, nomeadamente,
podem também ser caracterizadas através da imagiologia por PET (Nordberg, 2004; Herholz
& Heiss, 2004).

Em cardiologia, a maior utilizacdo da PET tem sido no diagndstico e caracterizacdo de
doenca arterial coronaria (DAC), através da obtencdo de imagens de perfusdo miocéardica
(Schwaiger et al., 2010; Di Carli et al., 2007). A doenca arterial coronaria, também conhecida
por aterosclerose corondria, caracteriza-se pelo estreitamento das artérias do coracéo,
resultante do aumento de espessura da camada interna das artérias, por deposicdo de gordura
nas mesmas, formando as placas ateroscleréticas. Isto diminui o fornecimento de sangue ao
miocardio, limitando a sua capacidade de bombear sangue para o resto do corpo (Libby &
Theroux, 2005). A imagem de perfusdo miocardica permite detectar a doenca arterial
coronaria, por avaliacdo do efeito das placas aterosclerdticas no fluxo sanguineo, em
individuos com suspeita de terem a doenca, verificar a extensdo dos danos causados pelos
blogueios nas artérias coronarias, para ponderacdo do tratamento por revascularizacdo
(desobstrucdo da artéria e restabelecimento do fluxo sanguineo para o coragdo), avaliar o
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progndstico e, igualmente, monitorizar o tratamento dos pacientes (Schoepf et al., 2004;
Schindler et al., 2010; Gaemperli & Kaufmann, 2011).

1.4. Radionuclideos

O desenvolvimento de um agente radioactivo para marcacdo estd intrinsecamente
ligado com a escolha do alvo de estudo, existindo uma grande variedade de radionuclideos
emissores de positrdes. Os estudos clinicos por PET utilizam maioritariamente radionuclideos
organicos, como carbono-11 (*'C) (Reske et al., 2006), flior-18 (**F) (Klein et al., 2009),
oxigénio-15 (*°0) (Ye et al., 2000) e azoto-13 (**N) (Alexanderson et al., 2008), uma vez que
estes possuem propriedades que o0s tornam mais apropriados para estudos in Vivo,
nomeadamente 0 seu tempo de semi-vida (ty2), que deve ser adequado tendo em conta o
intervalo de tempo do processo bioquimico a ser estudado, e a sua presenca, como elementos
de baixa massa atdmica, nas biomoléculas, permitindo a marcacdo de moléculas de interesse
sem interferir na sua normal actividade biolégica. Outros radionuclideos, como iodo-124 (*%1)
(Divgi et al., 2007) e galio-68 (**Ga) (Virgolini et al., 2010) também detém aplicacdes
relevantes, dependendo da condicéo clinica a ser avaliada.

1.4.1. Radionuclideos para Avaliagdo da Perfusdo Miocardica

Sendo a doenca cardiaca uma das principais causas de morte, com maior relevo para a
doenca arterial coronéria, torna-se imperativa ndo s6 a sua prevencdo (ao evitar habitos
prejudiciais e ao desenvolver outros saudaveis), mas também o seu correcto diagnostico e
avaliacéo.

O [™N] é um radionuclideo beta-positrénico com uma semi-vida de 9,96 minutos,
produzido num ciclotrdo principalmente através das reaccdo nuclear *°O (p, @)™*N (Miller et
al., 2008). O radiofarmaco mais comum composto por [**N] é a [**N]-NHs, utilizado para
avaliacdo da perfusdo miocardica, em individuos com suspeitas de sofrerem de doenca arterial
coronaria ou que possuam ja a doenca, sendo realizado em condic¢des de descanso ou de stress
induzido farmacologicamente ou com exercicio fisico (Krivokapich et al., 1989). A razoavel
energia dos positrdes emitidos e o ty, da [*N]-NH; permitem a obtencdo de imagens regionais
ou globais do miocardio com uma grande qualidade, em compara¢do com outras técnicas,
como a SPECT (Hickey et al., 2004) Devido a curta semi-vida do radionuclideo, é limitado o
desenvolvimento de moléculas mais complexas, que requerem métodos de sintese e de
purificacdo de maior duracdo e complexidade. A [**N]-NH; pode ainda ser incorporada em
aminoacidos, através de reac¢Oes enzimaticas (K Suzuki & Tamate 1984; Barrio et al. 1983)
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para a determinacdo de taxas de sintese proteica em tumores, ou utilizada para preparacdo de
[**N]cis-platina (Holschbach et al., 1997), um farmaco anticancerigeno.

Para além de [**N]-NHs, os radiofarmacos [*>0O]H,O (Watabe et al., 2005) e rubidio-82
(®?Rb) (deKemp et al., 2000) (Van Tosh et al., 2010) sdo os mais utilizados para avaliagdo da
perfusdo miocérdica. A [*°O]H.O é pouco aplicada nestes estudos, por razdes essencialmente
praticas relacionadas com o tipo de método de producdo e com a sua curta semi-vida (2
minutos), pelo que esta via praticamente ndo é utilizada, a excepgdo de alguns centros de
pesquisa altamente especializados.

O %2Rb, por outro lado, é, juntamente com a [**N]-NHs, um radiofarmaco de eleicéo
para avaliacdo da perfusdo miocardica (El Fakhri et al., 2009). Ao contrério dos radiofarmacos
supracitados, 0 ®Rb (ty, = 76 segundos) é produzido através de um gerador, o que permite
estudos clinicos PET sem um ciclotrdo, agindo como um analogo do potassio. Devido a sua
curta semi-vida, este radiofarmaco permite a obtencdo de uma sequéncia rapida de imagens
nos estudos por PET, o que Ihe possibilita aumentar a sua eficiéncia. Contudo, a energia dos
positres emitidos é muito elevada, o que acaba por se reflectir numa menor resolugédo
espacial das imagens (Di Carli et al., 2007).

2. [**N]-NH,

2.1. Maétodos de Producéo

O [*N] é produzido, normalmente através da reaccéo nuclear **0(p, «)**N, embora possa
também ser obtida através da reaccdo **C(p, n)**N (Qaim, 1993). E convertido a [**N]-NH; por
dois tipos de métodos de reducdo: classicos ou no alvo. Através dos métodos cléssicos, a
reducdo de 6xidos de nitratos e nitritos gerados na agua irradiada ([**N]J-NOy) é realizada por
accdo do cloreto de titanio (TiCLs) (Ido & Iwata, 1981) ou da liga de DeVarda (K. Suzuki &
Tamate, 1984; Sobczyk et al., 2002) enquanto que dos métodos de reducdo no alvo se
destacam os métodos do etanol (Wieland et al., 1991; Berridge & Landmeier, 1993) e do
hidrogénio (Mulholland et al., 1990; Berridge & Landmeier, 1993), no qual é adicionada uma
pequena porcdo de etanol ou H; a agua irradiada, como ‘“scavengers” dos radicais livres
responsaveis pela oxidacdo a [**N]-NO. Estudos de Berridge et al indicaram ainda que a
combinacdo de etanol e H, é mais eficaz do que a adi¢do individual de cada componente em
altas doses (Berridge & Landmeier. 1993).

Dentro destes métodos, os que possuem maior relevo actualmente na producéo de [**N]-
NH; sdo os métodos de DeVarda e o da adi¢do de etanol.
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2.2.  Metabolismo e Mecanismos de Retencéo no Local Alvo

O metabolismo da [**N]J-NH; é constituido por um conjunto de 5 passos catalisados por
enzimas, que levam & formacdo de [“N]-ureia, no figado. A [**N]-NH; é também
metabolizada a [**N]-glutamina, o principal metabolito existente nos tecidos, por accéo da
glutamina sintetase no cérebro e no miocardio, entre outros tecidos, sendo excretada na urina
maioritariamente sob a forma de [**N]J-ureia (Adeva et al., 2012).

Verifica-se que, ap6s a administracdo ao paciente por via intravenosa, a [*N]-NH; sai
rapidamente da circulagdo para as células, principalmente do miocérdio, cérebro, figado, rins e
musculo esquelético (Phelps et al., 1977; Walsh et al., 1977; Lockwood et al., 1979; Harper et
al., 1972), através do transportador de aménio (NH4"). No miocérdio e no cérebro pode ser
metabolizado a glutamato que é retido nesses tecidos (Adeva et al., 2012). A perfusdo dos
vasos sanguineos nos tecidos, isto €, a sua biodistribuicdo, é, normalmente, proporcional ao
fluxo sanguineo.

3. Controlo de Qualidade e Garantia de Qualidade de
Radiofarmacos

O desenvolvimento de um processo de Controlo de Qualidade (CQ) especialmente
concebido para o radiofarmaco a ser produzido é critico e imprescindivel, contribuindo para a
seguranca do paciente e para a qualidade e o rigor do diagnéstico executado. Dado o curto
tempo de semi-vida de alguns radiofarmacos, nomeadamente aqueles que sdo usados para
PET, estes ttm de ser libertados para administragdo antes dos testes de CQ poderem ser
concluidos e analisados 0s seus resultados, o que implica que deva ser aplicado um sistema de
boas préaticas aquando da producdo e preparacdo dos mesmos. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude — WHO (do inglés World Health Organization) “ os radiofarmacos devem
ser produzidos de acordo com os actuais principios de Boas Praticas de Fabrico - cGMP (do
inglés current Good Manufacturing Practices), de modo a ser obtido um produto com
propriedades consistentes e cujo risco de uso € minimo comparando com o beneficio obtido”
(WHO, 2007).

O processo de CQ € parte essencial das GMP e das actuais Boas Préaticas de
Radiofarméacia - cGRPP (do inglés current Good RadioPharmacy Practice), encontrando-se
relacionado com a amostragem, a avaliacdo analitica, a conformidade com as especificacdes e
a documentagdo destes processos, que asseguram a qualidade associada com a producédo e
permitem a libertagdo dos Radiofarmacos para serem administrados (Elsinga et al., 2010) isto
é, engloba um conjunto de processos necessarios para assegurar a qualidade do produto final e
para evidenciar a consideracdo por todos os requerimentos (Zolle, 2007), nomeadamente 0s
que estdo descritos nas farmacopeias.
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Por outro lado, a Garantia de Qualidade (GQ) dos Radiofarmacos baseia-se na
implementacdo de um dedicado sistema que tende a maximizar as probabilidades do produto
final ser apropriado e seguro para 0 uso humano a que se destina, e que satisfaz plenamente o
conjunto pré-definido de especificacBes. Consequentemente, o processo de CQ é uma parte
relevante do sistema de GQ.

3.1. Principios Actuais de Boas Praticas de Fabrico (cGMP) vs Boas
Préticas de Radiofarmécia (cGRPP)

As cGMP e as cGRPP representam as directrizes propostas pela WHO e pelo comité
de Radiofarmacia da Associacdo Europeia de Medicina Nuclear - EANM (do inglés European
Association of Nuclear Medicine), respectivamente, como referéncias de GQ para possivel
aplicacdo no processo de producdo e preparacdo de radiofarmacos. No caso particular das
cGRPP, apresentam as normas sugeridas para a preparacdo em pequena escala dos mesmos.
Estas directrizes encontram-se construidas como uma forma de complementar as sugestdes ja
existentes para produtos farmacéuticos em geral (WHO, 2010) e vdo ao encontro dos
principios de cGMP apresentados pela FDA (do inglés Food and Drug Administration) em
documentos actuais sobre Radiofarmacos para PET (F.D.A., 2011).

As recomendacBes apresentadas nestes documentos tém como objectivo 0
desenvolvimento de radiofarmacos seguros e eficazes, tendo por base a implementacdo de um
sistema de boas préaticas em todas as actividades que decorrem até a administracdo do produto
final. Englobam o0s seguintes parametros e algumas das respectivas sugestdes de
requerimentos, entre outros aspectos (EANM, 2007; Elsinga et al., 2010; F.D.A., 2011):

- Pessoal/Funcionarios: € necessaria a existéncia de uma equipa devidamente
qualificada e treinada para as funcdes a exercer, particularmente pessoas com experiéncia na
producdo e preparacdo dos Radiofarmacos, e em numero suficiente para cumprir as tarefas
associadas, antes da administragéo ao paciente.

Durante a execucdo de algum procedimento, nomeadamente no que respeita a
producdo, preparacdo ou controlo de qualidade do produto, deve apenas estar presente nas
zonas de trabalho (assépticas ou ndo) o pessoal necessario. Este deve ter conhecimentos de
GMP, de regulamentos e directrizes publicadas pelas entidades competentes e de
procedimentos de seguranga e manuseamento de materiais radioactivos. Contudo, apenas o
farmacéutico ou outro profissional responsavel e devidamente qualificado para o efeito pode
ordenar a libertacdo do produto final.
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Todos os envolvidos nos processos que envolvem produtos radioactivos devem ser
monitorizados para possivel contaminacdo/exposi¢cdo, com dosimetros e, principalmente,
correctamente informados e treinados para proteccao contra a radiacéo.

- Instalacdes e Equipamentos: os locais dedicados a producdo e preparacdo de
radiofarmacos devem ser construidos e mantidos de acordo com a complexidade das
operagOes que se efectuam nas instalacdes e com blindagem adequada para determinados
equipamentos (particularmente aqueles relacionados com a producdo). As instalagcbes devem
ser limpas, livres de contaminacdo por radiacdo e desenhadas de modo a permitir uma
adequada comunicacdo entre os elementos do pessoal envolvido nas operacdes, tendo em
conta, igualmente, a direc¢do do produto desde 0 momento da produgéo, contribuindo para um
melhor fluxo de trabalho. Além disso, para evitar contaminagdes ou misturas, € preferivel a
separacdo dos locais onde se processam as diferentes actividades, nomeadamente produgéo,
sintese radioquimica e controlo de qualidade, a implementacdo de sistemas apropriados para 0
descarte de lixos radioactivos e seleccionadas zonas para disposi¢do de recipientes e materiais
(batas, proteccBes para pés e cabeca, entre outros) ou substancias rejeitados, devidamente
rotulados e identificados.

As instalacGes devem possuir um sistema de ventilacao que permita a prevencédo contra
a contaminagdo dos produtos por microorganismos ou particulas, bem como a exposi¢éo do
pessoal a radiacdo, utilizando pressdes e filtros que contribuam para a boa qualidade do ar e
um sistema de alarme para aviso de eventuais problemas ao nivel da radioactividade. Quer as
actividades relacionadas com a producédo e preparacdo dos radiofarmacos, quer as realizadas
no ambito dos testes de controlo de qualidade devem ter lugar em ambiente asseptico.

O equipamento utilizado nestas actividades deve ser apropriado para a fungdo a
desempenhar e sujeito a calibragdo, limpeza e manutencéo periddicas, seguindo procedimentos
documentados. Deve ainda ser sujeito a testes para obtencéo de resultados consistentes com
especificacOes, que possam validar e confirmar o correcto funcionamento do aparelho.

- Producéo e Rotulagem: Todos os procedimentos devem ter em conta as SOPs (do
inglés Standard Operating Procedures) ou padrdes de referéncia, como os referidos nas
farmacopeias.

Os materiais utilizados na producéo e preparacdo dos Radiofarmacos devem provir de
um fornecedor fiavel e ser devidamente comprovada a sua origem, estado e qualidade. Devem
ser documentados todos os dados referentes a cada material, como data de recepcéo,
quantidade, nome do fornecedor, entre outros, para posterior armazenagem em local
apropriado.
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Os métodos utilizados quer na producdo/preparacdo dos Radiofarmacos, quer no
processo de controlo de qualidade devem estar validados e quaisquer alteragcbes devem ser
documentadas. Dado o curto tempo de semi-vida de alguns radionuclideos, o radiofarmaco
tem de ser administrado antes de todos os testes de controlo de qualidade serem terminados, o
que determina a producao em conformidade com o que esta documentado e/ou regulamentado.

3.2. Regulamentacdo para Radiofarmacos — Farmacopeia Europeia

A preparagdo, 0 armazenamento, o uso e a libertagdo de produtos radiofarmacéuticos
estdo sujeitos a legislacdo nacional e internacional, através de directivas e guias para a
implementacdo das mesmas, que visam a eficacia, a qualidade e a seguranca destes produtos
(Saha, 2010).

Enquanto os principios de GMP e GRPP representam as recomendacdes de
procedimentos no que concerne ndo sé a producdo de radiofarmacos, como também de outros
produtos farmacéuticos/medicinais e substancias activas, as farmacopeias especificam, em
varias monografias, as caracteristicas mandatdrias que determinado produto ou ingrediente
activo (incluindo radiofarmacos e produtos medicinais em geral) deve possuir, bem como 0s
métodos analiticos a ser utilizados, reagentes e compostos para preparacdo de solucGes
relevantes, entre outros aspectos. De facto, os radiofarmacos devem cumprir estes padrdes
minimos na altura da sua administracdo, embora o resultado de alguns testes de CQ s6 possam
ser obtidos apoés a sua libertagao e/ou administragéo.

A Farmacopeia Portuguesa é publicada, actualizada e revista pela Comissdo da
Farmacopeia Portuguesa, orgao consultivo do INFARMED (Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Salde, IP), sendo relativamente semelhante ao que esta
especificado e descrito na Farmacopeia Europeia, a farmacopeia oficial dentro da Uniéo
Europeia. A elaboracgdo e publicacdo deste documento, por sua vez, encontra-se a cargo da
Direccdo Europeia para a Qualidade dos Medicamentos — EDQM (do inglés, European
Directorate for Quality of Medicines), sendo utilizado em Portugal como directriz nos
processos de producdo e CQ dos radiofarmacos. E publicada em inglés e em francés e
encontra-se dividida, relativamente aos radiofarmacos, em:

- 2 monografias gerais, onde sdo descritos os principios e metodologias a serem
utilizados em cada ponto das monografias individuais, bem como uma tabela composta pelas
caracteristicas fisicas de varios radionuclideos;

- 56 monografias individuais relativas a radiofarmacos especificos, incluindo os que
sdo utilizados em PET, os que ndo sdo marcados com radionuclideos beta positronicos,
preparacdes de *™Tc, entre outras (Zolle, 2007).
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Os padrdes de qualidade identificados na farmacopeia pretendem contribuir para a
qualidade dos produtos. Em alguns casos, contudo, verifica-se a implementagéo desigual e
pouco efectiva destas directivas e regulamentos entre paises da Unido Europeia (EU). Outras
farmacopeias podem ser consideradas e aplicadas dentro de determinado pais ou nos seus
estados-membro (Saha, 2010).

3.3. Critérios de Controlo de Qualidade

Os parametros de CQ aplicados aos radiofarmacos destinados a PET, especificados nas
farmacopeias, baseiam-se, sobretudo, na aplicagdo de testes para controlo fisico-quimico e
bioldégico, nomeadamente de pH, aparéncia, identidade e pureza radioquimica e
radionuclidica, pureza quimica, esterilidade e endotoxinas bacterianas. Outros critérios, como
a osmolalidade e a actividade especifica podem, igualmente, possuir valor informativo
relativamente a determinada preparacdo radiofarmacéutica, pelo que podem, também eles, ser
avaliados.

3.3.1. Aparéncia e pH

A investigacdo da aparéncia fisica € o primeiro teste a ser realizado no ambito do
processo de controlo de qualidade de radiofarmacos. Normalmente, esta propriedade esta
relacionada com a cor, a limpidez e a turbidez das amostras e € avaliada por inspec¢éo visual
através de um vidro blindado, para proteccdo do manuseador de actividade.

E importante que o radiofarmaco possua um pH que se encontre dentro do limite
estabelecido pela farmacopeia, uma vez que a estabilidade da preparacdo pode ser influenciada
por este parametro. Idealmente o pH da solucdo deve ser proximo do pH fisiologico do
sangue, embora se aceite uma gama alargada, dado o efeito tampdo do sangue (Saha, 2010).
Este parametro pode ser medido com papel indicador, evitando a exposi¢do a radiacdo e a
contaminacdo de equipamentos, ou através de um medidor de pH calibrado, que providencia
resultados mais precisos.

3.3.2. Pureza Quimica

A Pureza Quimica pode ser definida como a fracgdo de composto no radiofarmaco na
forma molecular desejada (Saha 2010). A presenca de impurezas quimicas deve ser evitada,
uma vez que pode, quer levar ao desenvolvimento reaccGes adversas, apds a administracdo ao
paciente, quer interferir no processo de marcacdo do radionuclideo. Duas abordagens podem
ser realizadas relativamente a este tdpico. Primeiramente, deve ser verificada a identidade
quimica do composto marcado e, posteriormente, verificada a presenga de contaminantes
indesejaveis na preparacdo (Qaim, 1993). A caracterizacdo deste parametro para as
preparacOes radiofarmacéuticas envolvem, normalmente, métodos cromatograficos,
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espectrofotométricos, colorimétricos, de troca ionica ou de extracgdo de solventes (Saha,
2010).

3.3.3. Pureza Radioquimica

A Pureza Radioquimica pode definir-se como “a relagdo, expressa em percentagem,
entre a radioactividade do radionuclideo considerado, presente na forma quimica indicada, e a
radioactividade total atribuida a esse radionuclideo na preparagdo radiofarmacéutica (Council
of Europe, 2014b). As impurezas radioquimicas de uma preparagdo radiofarmacéutica podem
advir da producédo do radionuclideo, de marcacdo incompleta deste, de separacao preparativa
incompleta ou através da introducdo de produtos indesejaveis durante o processo de sintese
(Council of Europe, 2014b). Estas impurezas podem alterar a biodistribuicdo do radiofarmaco,
expondo o paciente a uma sobredose desnecessaria de radiacdo que lhe pode ser prejudicial, e
dificultando, eventualmente, a interpretacdo do exame clinico (Saha, 2010).

A cromatografia liquida de alta presséo — HPLC (do inglés High Pressure Liquid
Chromatography) acoplado a um detector de radioactividade é o método analitico mais
utilizado para a determinacdo deste parametro, permitindo a separa¢do dos componentes das
amostras e consequente identificagdo, comparando com solucbes de referéncia. A
cromatografia em camada fina — TLC (do inglés Thin Layer Chromatography) também pode
ser aplicada para a determinacdo da pureza quimica (Qaim, 1993). As placas de TLC podem
segmentadas e analisas utilizando um scanner de radiocromatogramas (Hung, 2004), de modo
a verificar a actividade correspondente a cada segmento.

3.3.4. Pureza Radionuclidica

A determinacdo da pureza radionuclidica de uma preparacdo radiofarmacéutica é
essencial, uma vez que as impurezas radionuclidicas podem ndo sé provocar um excesso de
radiacdo desnecessaria recebida pelo paciente, mas também diminuir a qualidade da imagem
obtida (Saha, 2010). E definida pela “ relacdo, expressa em percentagem, entre a
radioactividade do radionuclideo considerado e a radioactividade total da preparacéo
radiofarmacéutica” (Council of Europe 2014d). As impurezas podem ser originadas de
radionuclideos produzidos durante a irradiacdo do alvo ou de impurezas do material do alvo
(Saha, 2004), sendo, portanto, a producdo do radionuclideo a faz determinante para a
producédo de impurezas radionuclidicas. O método normalmente utilizado para a determinacéo
de impurezas radionuclidicas e para a identificacdo do radiofdrmaco é a espectroscopia de
radiacdo gama. Esta identifica os radionuclideos pela energia e intensidade das suas radiaces
gama e X (Council of Europe, 2014b).
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A semi-vida é também um pardmetro avaliado para determinacdo da pureza
radionuclidica e identificacdo do radiofarmaco, uma vez que € caracteristico de cada
radionuclideo. Pode ser determinada através de aparelhos de deteccdo como a camara de
ionizacgdo, o contador Geiger-Muller ou o contador de cintilacdo, ndo devendo desviar-se mais
do que 5% do valor indicado na farmacopeia (Council of Europe, 2014b).

3.3.5. Esterilidade

A esterilidade implica a auséncia de microorganismos vidveis nas preparacfes
radiofarmacéuticas. Devido a curta semi-vida dos radiofarmacos para PET, os testes de
esterilidade ndo sdo efectuados antes da libertacdo dos mesmos para administracdo ao
paciente. Para prevenir a contaminacdo, procede-se a filtracdo das amostras através de um
filtro poroso de 0,22 um, verificando-se a integridade deste atraves do teste do ponto de bolha,
apos o processo (Hung, 2002) (Council of Europe, 2014a) .

O ensaio de esterilidade realizado por incubacdo das amostras em meios de cultura
deve satisfazer ao ensaio de esterilidade prescrito na farmacopeia (Council of Europe, 2014a).

3.3.6. Teste de Endotoxinas Bacterianas

O teste para a presenca de endotoxinas bacterianas, a par do teste de esterilidade,
permite a avaliagio dos parametros bioldgicos nas preparagdes radiofarmacéuticas. E essencial
a auséncia de pirogénios, produtos resultantes do metabolismo de bactérias gram-negativo, nas
solucdes injectaveis, uma vez que podem causar, entre outros sintomas, febre e, embora mais
raramente, choque séptico, podendo levar a morte do individuo.

O método mais réapido, sensivel e de baixo custo a ser utilizado para a avaliagdo deste
parametro é o método utilizado com o teste LAL (Council of Europe, 2014a), para o qual se
utiliza um lisado de amebdcitos de Limulus polyphemus para medir o nivel de endotoxinas.
Em contacto com o lisado, as endotoxinas provocam a formacdo de um gel, turvacdo ou
precipitacdo da solucdo, ap6s o periodo de incubacdo, conforme o método escolhido.
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Objectivos:

- Optimizar o processo de producdo de [*N]-NH; segundo o método previamente
seleccionado;

- Contribuir para a validagdo da producio de [**N]-NH; de acordo com as especificagdes da
Ph. Eur. 8.2;

- Adquirir conhecimentos e desenvolver competéncias técnicas no ambito do processo de
controlo de qualidade de [**N]-NHs.
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CAPITULO Il - METODOS
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Introducéo

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Radioquimica e Ciclotrdo (LRC) do
Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saude (ICNAS) da Universidade de Coimbra,
tendo em vista a validagdo da producdo do radiofarmaco [**N]-NH; para estudos clinicos de
Tomografia por Emissdo de Positrbes na avaliacdo de perfusdo miocardica. O método
escolhido para a sua producgdo no ICNAS foi o método da adicdo de etanol, uma vez que este é
um método simples, econdmico e eficiente. O etanol adicionado a agua irradiada funciona
como “scavenger” de radicais livres responsaveis pela formagdo dos nitratos e nitritos. Foram
realizados 6 lotes de producdo. Os primeiros 3 destinaram-se a optimizacdo do processo de
producdo e os 3 ultimos a sua validacdo. Todos os lotes foram avaliados relativamente aos
seus parametros de libertacdo nos termos da respectiva monografia da Farmacopeia Europeia
8.2 (Council of Europe, 2014b). Esta inclui testes as propriedades fisico-quimicas (aparéncia,
pH, pureza quimica, identificacdo e purezas radioquimica e radionuclidica) e microbioldgicas
(esterilidade e apirogenicidade).

Os lotes foram produzidos de acordo com as normas de boas préticas
radiofarmacéuticas, incluidas nas recomendag@es para garantia de qualidade do radiofdrmaco
(EudraLex, 2008) (EudraLex, 2014), bem como para a radioproteccdo de todos os
intervenientes no processo de producéo.

1. Producéo do Radionuclideo e Sintese Radioquimica

A producdo de [**N]-NH; foi realizada num ciclotrdio IBA Cyclone 18/9 (IBA,
Louvaine-la-Neuve, Bélgica) através da reaccdo nuclear *°0(p,a)*N com protdes de 18 MeV.
A solucdo irradiada era constituida por 1,15 mL de agua estéril e apirogénica (B-Braun) e 5
mM de etanol (PhEur, Merck). A preparacdo da solucéo final de [*N]-NH; foi realizada no
modulo automatico Trasis AIO 30 (Trasis, Liége, Bélgica), alojado numa célula blindada
(COMECER MIP, ltalia), utilizando uma cassete descartavel e esterilizada de 6 vias. A
actividade proveniente do ciclotrdo foi inicialmente retida numa seringa, passando de seguida
através de uma coluna de troca aniénica Sep-Pak™ Accell Plus QMA Plus light (Waters), para
retencdo de produtos indesejaveis, nomeadamente 6xidos de azoto (NOy). ApOs este processo,
a solucdo de “*N-NH; foi esterilizada por filtragdo utilizando um filtro de 0,22um (Millex-GS
Millipore), sendo o produto final recolhido num frasco estéril para injectaveis, de 15 mL.
Seguiu-se, por fim, a adi¢do de 0,1 mL de NaCl 10% e 8,75 mL NaCl 0,9% (B-Braun), de
modo a obter-se 10 mL e uma solucdo final isoténica. Foi utilizado durante o processo de
sintese radioquimica um fluxo de azoto (N;) com uma pressao de 1,5 Bar.
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A producéo de [**N]-NH; est4 representada esquematicamente na Figura 1. No final
da sintese, o frasco contendo o produto final foi acondicionado num recipiente blindado e
encaminhado para analise no laboratorio de controlo de qualidade do LRC.

Ciclotrio

Actividade

Figura 111 - Representacio esquematica do processo de producéo de [**N]-NHs.

2. Teste da Integridade do Filtro

A integridade do filtro utilizado na filtragdo da solucdo de [**N]-NHs foi verificada
através do teste do “ponto de bolha” (Bubble Point test) uma técnica ndo destrutiva que
permite a deteccdo de defeitos no filtro e a associacdo com possivel passagem de
microrganismos.

Quando o filtro é molhado, a &gua é mantida nos poros através da tensao da superficie
e de forcas capilares. Ao ser exercida pressdo, o liquido vai ser forcado a sair dos poros. A
pressdo minima requerida para tal acontecer € uma medida do didmetro dos poros do filtro, tal
como indicado pela férmula de célculo:

4k cos 6
P= —

d o
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Sendo P a pressdo do “ponto de bolha”, d o diametro do poro, k o factor de correcgéo
da forma, cos # o angulo de contacto liquido-solido e ¢ a tenséo de superficie.

Apols o decaimento radioactivo da amostra, a membrana do filtro (Millex-GV
Millipore) foi coberta com &gua estéril e apirogénica (Braun) e a pressdo do gas do sistema foi
aumentada, até ser observado um fluxo continuo de bolhas através da membrana (Figura 1V).
Essa pressdo ¢ denominada de “ponto de bolha” e foi, no final do teste, comparada com o
“ponto de bolha” indicado pelo fabricante do filtro.

Wetting

H i 1. AlF pi il i N
Liquid Al pradiurs i monitored

2. A steady stream of air

Membrane —Dnl ] bubbles is ocbserved at

b X s L the bubble point.
Air D ' & o ) 3, Bubble point is recorded
Supply : : X S in psi.

Figura IV - Representacdo do processo de averiguacdo da integridade do filtro aplicado na filtracdo da
amostra de [**N]-NH; (Adaptado de Millipore, n.d.).

3. Controlo de Qualidade da Solucéo Final de [*°*N]-NH,

3.1. Controlo das Propriedades Fisico-Quimicas

3.1.1. Aparéncia

Apos a producdo, o recipiente blindado contendo o frasco com o produto final foi
transportado da sala de producéo para o laboratério de controlo de qualidade através de uma
caixa de transferéncia. Com o auxilio de uma pinca, retirou-se o frasco do recipiente, sendo
imediatamente sujeito a uma inspeccéo visual, realizada através de um vidro plumbineo, para
determinacéo da cor da solugéo e deteccdo de particulas visiveis em suspensao.

3.1.2. Valor de pH

Previamente a determinacdo potenciométrica de pH propriamente dita, procedeu-se a
calibracdo do medidor de pH (Jenway). Retirou-se o eléctrodo de pH da solucdo de
armazenamento (tampédo pH 4,006 (WTW)) e lavou-se com &gua destilada. Apos a secagem
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do eléctrodo com papel adequado, este foi introduzido em solugdo tampdo de pH 7,00
(WTW). Aguardou-se a estabilizacdo do valor de pH e pressionou-se o botao “Cal”. Seguiu-se
uma nova lavagem com agua destilada, secagem e imersdo numa solugdo tampéo de pH 4,006
(WTW), repetindo-se o processo de estabilizacdo e calibracdo. O eléctrodo foi novamente
lavado com agua destilada e seco com papel adequado, ficando apto para 0 uso. Apos este
procedimento, foi realizada a medicao do pH da solugéo de **N-NHs.

Através do vidro plumbineo, e com o auxilio de uma seringa de 1 mL, foi retirada uma
aliquota da solucdo de [**NJ-NH; para um eppendorf. De seguida, mergulhou-se o eléctrodo
de pH no mesmo para a determinacdo do pH da solugédo. Durante este processo, o eppendorf
foi mantido numa coluna de depésito blindada, até ser atingido o equilibrio quimico e obtida a
respectiva visualizagdo do pH.

3.1.3. Pureza Quimica

A pureza quimica da solucdo de [“N]-NH; foi determinada através do método
colorimétrico baseado na complexacdo entre o indicador metalocromico cromazurol S
(C23H13Cl,09SNag  Fluka) (Figura V) e o aluminio. Num tubo de ensaio, misturou-se 1 mL de
solugdo tampdo acetato de pH 4,6, 2 mL de uma diluicdo 1/20 da amostra de *N-NH; em
agua, adicionando-se, por ultimo, 0,05 mL de uma solugdo de cromazurol S, de concentracao
10g/L. Aguardou-se cerca de 3 minutos para verificacdo da cor da solucdo. A solucdo de
referéncia foi preparada simultaneamente e nas mesmas condi¢des que a solugdo amostra de
[**N]-NHs, adicionando-se 2 mL de uma diluicdo a 1/20 de uma solugdo de aluminio em
detrimento da amostra.

A solucdo tampdo de acetato pH 4,6 foi preparada dissolvendo, primeiramente, cerca
de 5,4 g de acetato de sodio (Sigma - Aldrich) em &gua. Seguidamente, adicionaram-se 2,28
mL de acido acético glacial (Sigma - Aldrich) e completou-se o volume (100 mL) com &gua.
Nos casos em que se aplicava, o pH foi ajustado. Foram obtidos 50 mL de uma solucéo 10g/L
de cromazurol S, dissolvendo 0,5 g de composto em agua. Por ultimo, a solucdo padréo de
aluminio 2 ppm foi preparada dissolvendo cerca de 0,352 g de sulfato de aluminio e potassio
dodecahidratado (Sigma - Aldrich) em agua, seguindo-se a adi¢do de 10 mL de &cido sulfdrico
diluido, perfazendo o volume até 100 mL com agua. Para finalizar, foi realizada uma diluicdo
1/100 da solucdo preparada, imediatamente antes da sua utilizagdo. A Tabela | resume a
composicao das solugdes.

O teste completo para determinacdo da presenca de aluminio na solucdo de
[**N]-NHs, incluindo as devidas diluicdes e preparacdo das solucdes de cromazurol S e de
tampdo acetato pH 4,6, foi realizado de acordo com as indicagdes da Ph. Eur. (Council of
Europe, 2014e).
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Figura V - Estrutura quimica do Cromazurol S (Adaptado de Sigma-Aldrich, n.d.).

Tabela | - Composicéao das solugdes utilizadas para determinacao da pureza quimica das amostras de

[**N]-NH,.
Solucgéo Composicao Volume final
e 54 gde CH;COONa
Tampao acetato pH 4,6 e 2,28 mL é&cido acético 100 mL
glacial
Cromazurol S e 0,59 Cromazurol S 50 mL
e 0,352 g AIK(S0,),.12H,0
e 10 mL H,SO, diluido 100 mL
Padrdo aluminio 2ppm e Diluicdo 1/100
e Diluicdo 1/20 10 mL
Acido Sulfdarico diluido e 55mL H,SO, 100 mL

3.1.4. Identificacdo e Determinacdo da Pureza Radioguimica da solucédo de
[*N]-NH3

Os resultados relativos a identificagdo da amostra proveniente do médulo de sintese e a
determinacdo da sua pureza radioquimica foram adquiridos recorrendo, primeiramente, a um
sistema de Cromatografia lonica (Thermo Scientific Dionex), HPIC (do inglés High-Pressure
lon Chromatography), acoplado a um detector de radioactividade (Raytest). Um detector de
condutividade (Thermo Scientific) e um supressor cationico (Thermo Scientific Dionex, CSRS
300, 4mm) foram utilizados para a analise.

Os respectivos programas de recolha de dados do cromatdgrafo idnico e do detector de
radioactividade, Chromeleon Chromatography Data System software e Gina Star foram
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executados e preparados para o estudo. Antes da sua introducdo no cromatografo ionico, o
supressor catiénico foi hidratado com &gua ultrapura e injectada, com o auxilio de uma seringa
de plastico e de adaptadores, nos orificios correspondentes a Eluent Out e Regen In. Este
processo foi efectuado cerca de 5 vezes para cada orificio. Terminada a hidratagédo, o supressor
foi colocado no respectivo lugar entre a coluna e o detector.

Foi utilizada uma coluna analitica de 0,05 m de comprimento e 4,6 mm de diametro
interno, com resina trocadora de catiées de 8um (Agilent Techonologies), tendo sido mantida
a uma temperatura de 25°C. A cromatografia foi realizada utilizando acido nitrico 0,002 M
(Sigma Aldrich) como fase mével, a um débito de 2 mL/min. Foi utilizado, ainda, hidroxido
de tetrabutilamonio (TBAOH, FLUKA) como supressor/regenerante quimico do supressor
catiénico. As condigdes experimentais utilizadas durante a analise encontram-se reunidas na
Tabela Il.

A solucdo padrdo foi injectada no sistema cromatografico com o auxilio de uma
microseringa, num volume de 20 pL. O processo foi repetido com a solucdo de [**N]-NHs. O
tempo de retencéo do pico principal do cromatograma obtido com a solucdo de [**N]-NHs; foi
comparado com o do pico principal do cromatograma obtido com o padrdo de amonia. As
soluc@es utilizadas durante o processo de identificagdo e determinacdo da pureza radioquimica
da nossa amostra foram as seguintes:

e Fase movel: acido nitrico 0,002 M
v Acido nitrico > 65% (Sigma Aldrich)
v 0,06 mL para volume final de 500 mL

e TBAOH: ~ 40% em H,0, para cromatografia iénica (FLUKA)
v' 98 mL para volume final de 1L

e Padrdo de amonia:

v Solucdo de amdnia a 25% (Panreac)
v 15,5 mL de aménia concentrada (25%) para volume final de 100 mL
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Tabela Il - Resumo das condigdes experimentais utilizadas durante a execug¢éo do trabalho, em
comparacao com as especificacbes indicadas na farmacopeia.

Requisitos

Condicdes experimentais
segundo farmacopeia

Condicdes experimentais
utilizadas

Dimensoes da coluna

10 um 40 x 4,0 mm

8 um 50 x 4,6 mm

Temperatura da coluna

20°C - 30°C

25°C

Fase movel Acido nitrico 0,002 M Acido nitrico 0,002 M
Fluxo 2 mL/min 2 mL/min
Condutividade Condutividade
Detectores A A
Radioactividade Radioactividade
Injector Em ansa Em ansa
Quantidade no injector Né&o especificada 20 pL

Supressor cationico

Né&o especificado

Utilizado, com TBAOH como
supressor quimico

Software

Né&o especificado

HPIC: Chromeleon
Chromatography Data
System Software
Detector radioactividade:
Gina Star

Numa tentativa de ser verificada a identidade do pico obtido num dos cromatogramas,
para a qual se tinha colocado a hipotese de ser um oxido de azoto (NOy) uma das impurezas
apontadas na Ph. Eur., efectuou-se, utilizando as condic¢des supracitadas, uma nova corrida
onde, além do detector de condutividade, foi usado um detector de ultravioleta (UV), em série.
Os comprimentos de onda utilizados para a deteccdo com UV foram, respectivamente, 210 nm
e 254 nm, conforme indicado pela literatura para absorvancia do ido nitrito no UV (Pastore et
al., 1989). Para tal procedeu-se, primeiramente, a ligacdo entre os detectores dos dois sistemas
cromatograficos. Iniciou-se a corrida e injectou-se NaCl, NaNO; ou NH3; no HPLC com
detector de condutividade, iniciando-se, imediatamente a seguir, a corrida no HPLC com

detector de UV. Os cromatogramas obtidos foram comparados e analisados.
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3.1.5. ldentificacdo e Determinacdo da Pureza Radionuclidica da solucédo de
13
N-NH;

3.1.5.1. Determinacéo da Semi-vida

O calibrador de doses é um instrumento amplamente utilizado para medicdo da
actividade de radiofarmacos antes da administragdo ao paciente, sendo também através deste
aparelho que se procedeu a determinagdo do tempo de semi-vida (ty,) da amostra. O ty;, de um
radiofarmaco define-se como o0 tempo necessario para que a sua actividade se reduza para
metade (Saha, 2010). Em primeira instancia seleccionou-se o isétopo pretendido (**N) e
procedeu-se a identificacdo da amostra no programa (MED Nuklear-Medizintechnik).
Imediatamente a seguir, efectuou-se uma medicdo sem qualquer amostra na camara de
ionizagdo para verificacdo de possivel contaminacéo, isto €, eventual actividade existente,
resultante de medicdo anterior de outras fontes radioactivas. Apos a visualizacdo do valor de
actividade detectado na camara, foram entdo realizadas medicdes em 6 pontos de tempo com a
amostra inserida na cadmara, dentro de um eppendorf, em intervalos de tempo de cerca de
metade do tempo de semi-vida esperado. O ty/, foi calculado por substituicdo, primeiramente,
dos valores obtidos na equacédo de decaimento radioactivo definida por:

A= Age M
em que A; representa a actividade da amostra em determinado momento, Ao a actividade
inicial, A a constante de decaimento e t o tempo decorrido entre A; e Ap. Convertendo para
logaritmos estes valores e representando-os graficamente em fungédo do tempo, obtém-se uma
recta cujo declive define a constante de decaimento, sendo possivel entdo calcular o ty,
atraves das expressoes:
In(4,) =In(4,) — At
A Ph. Eur. (Council of Europe, 2014) define que o ty, da solucdo estéril de *N-NHj

deve estar compreendido entre 9 e 11 minutos, podendo a preparagdo ser libertada para
administracdo ao paciente antes do teste ser finalizado.
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3.1.5.2. Espectroscopia Gama

A identificacdo da amostra pode ser igualmente verificada através do espectro de
energia obtido, para o presente estudo, com um contador de pogo (Capintec) com analisador
multicanal. Este mede a distribuicdo da intensidade da radiacdo gama emitida pelo
radionuclideo em fungdo da energia dos fotdes.

Procedeu-se a calibracdo do espectrometro através da medicédo da energia de uma fonte
radioactiva calibrada de césio-137 (**Cs). No ecr tactil do aparelho foi seleccionada a opgéo
“Auto Calibrate” (Figura 3) e colocada no contador de poco a fonte de **'Cs. A calibracéo
automatica comegou apoés a selec¢do da opgao “Cal with Cs137”.

—— CRC-55t, a.449
Oct 13 2011 13:02

Auto Calibrate

Quality Assurance Lab Tests ,

‘ Reports Utility '

l
|
|

Figura VI - Representacéo da interface principal de um contador de pogo (Adaptado de Capintec,
2013)

Terminado o processo de calibragdo, foi analisada uma amostra de [**N]-NHa.
Colocou-se o eppendorf com uma aliquota do produto final no contador de poco e
seleccionou-se a opgao “Measurement” (Figura 6), obtendo-se o espectro de radiagdo gama
apos cerca de 60 segundos.

Os fotdes resultantes da aniquilacdo dos positrdes emitidos pelo [**N] possuem uma
energia de 0,511 MeV, podendo, eventualmente, surgir um pico total de 1,022 MeV (Council
of Europe, 2014), resultante da sobreposicao da deteccdo dos dois fotdes de 0,511 MeV.
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3.1.5.3. Impurezas ap6s Decaimento

De modo a apurar uma possivel existéncia de impurezas radionuclidicas na solugéo de
N-NH; procedeu-se & conservagao, durante cerca de 2h, do eppendorf que continha a
aliquota previamente analisada relativamente a energia dos fotGes gama no contador de poco
(Capintec). Dado o curto ty, do [**N], ao fim deste periodo de tempo apenas existirdo
eventuais impurezas com semi-vida mais longa. A amostra foi analisada, tendo-se registado o
respectivo espectro de radiagdo gama.

A Ph. Eur. define que a radioactividade gama total associada a impurezas ndo deve
ultrapassar 1,0% da radioactividade total (Council of Europe, 2014).

3.1.6. Determinacéo da Radioactividade

Apos inspeccdo da aparéncia da amostra dentro do frasco que a continha foi
imediatamente determinada a sua actividade radionuclidica. Para tal, o frasco foi posicionado
na camara de ionizagdo de um calibrador de doses (MED Nuklear-Medizintechnik) e
efectuada a medicdo da actividade, ap6s medi¢do primaria sem qualquer amostra. Registou-se
o valor obtido, bem como a hora da medicéo.

3.2. Controlo das Propriedades Bioldgicas
3.2.1. Esterilidade

Os ensaios de esterilidade das amostras de [**N]J-NH; foram realizados num laboratério
acreditado para a realizacdo destes testes em medicamentos injectaveis para uso humano
(Laboratorio Micro.Bios, Barcelona, Espanha) atraves do método directo de inoculacdo. Este
consiste na transferéncia, em condigdes assepticas, do produto para um meio de cultura
apropriado, procedendo-se a respectiva incubacao durante 14 dias.

A Ph. Eur. indica a utilizacdo dos meios de tioglicolato, para pesquisa de bactérias
anaerdbias (e algumas aerdbias, eventualmente) e de hidrolisado de caseina e soja, aplicado a
investigacdo da presenca de fungos, de leveduras e de bactérias aerdbias. E, ainda, admitida a
hipdtese de serem utilizados outros meios, desde que estes satisfacam aos ensaios de
crescimento e validacdo (Council of Europe, 2014a).

A amostra tera que satisfazer ao ensaio de esterilidade prescrito na farmacopeia, pela
auséncia de observacdo de qualquer crescimento microbiano, quando comparada com um
controlo positivo e um negativo, podendo ser libertada para administragao ao paciente antes de
terminado o ensaio.
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3.2.2. Teste para Presenca de Endotoxinas Bacterianas

O teste de apirogenicidade (ou teste LAL, do inglés Limulus Amebocyte lysate), foi
realizado para detectar a presenca de endotoxinas bacterianas na solucdo de [*N]-NHs.
Quando exposto a endotoxinas, lipopolissacarideos (LPS) da superficie de membrana de
bactérias gram-negativas, o lisado obtido a partir dos amebdcitos do caranguejo Limulus
polyphemus, aumenta em opacidade, bem como em viscosidade, podendo formar um gel,
dependendo da concentra¢do da endotoxina. O teste utilizado foi o0 Método A — Gelificagdo:
Ensaio Limite, descrito na Ph. Eur.(Council of Europe 2014a).

Para este teste, aos tubos disponibilizados no kit foram adicionados, respectivamente,
0,2 mL de &gua apirogénica (Braun) (controlo negativo), da amostra de [**N]J-NH; (sem
endotoxinas detectaveis), de uma mistura de endotoxina em concentragdo 2A com agua
apirogénica (Braun) (testemunha para a sensibilidade declarada do lisado) e de uma mistura de
endotoxina em concentracio 20 com [*N]-NH; (controlo de interferéncia), sendo A a
sensibilidade declarada para o lisado. Os testes foram realizados em duplicado e a solucdo
padrdo de endotoxina de concentragdo 2A foi preparada a partir de uma solugdo mae de
endotoxina de concentragdo 1UE/mL.

Apos um periodo de incubacdo de 60 minutos a 37°C, os tubos foram invertidos 180°
para averiguacdo da formacéo de gel. Um resultado é positivo quando ha formacéo de um gel
solido que ndo se desloca quando da inversdo do tubo. Caso contrario o resultado é negativo.

Segundo a Ph. Eur. (Council of Europe, 2014a), a concentracdo maxima permitida de
endotoxinas ndo pode ultrapassar os 175/V U.L./ml, sendo V a dose m&xima recomendada, em
mililitros. A preparacédo pode ser libertada para utilizacdo antes do ensaio ser terminado.

4. Analise Estatistica

Para a analise dos dados obtidos foi utilizada uma estatistica descritiva, através da
determinacdo da percentagem de impurezas radionuclidicas, da média como medida de
tendéncia central e desvio padrdo como medida de variabilidade. A analise foi realizada
utilizando o Programa de Folha de Céalculo Microsoft Excel 2013.
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CAPITULO Il - RESULTADOS
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1. Avaliacdo das Propriedades Fisico-Quimicas da [*°*N]-NH,

1.1. Aparéncia da Solucdo de [*N]-NH;

Tal como indicado no capitulo I1, o produto final foi sujeito a analise por inspecgao
visual através do vidro plumbineo. Para as amostras analisadas (n=6), verificou-se a sua total
limpidez e auséncia de cor (Figura VII), mantendo as caracteristicas correspondentes a agua
utilizada para a producdo da *N-NHs e, portanto, as condicBes iniciais. Constatou-se,
igualmente, a auséncia de particulas em suspensdo nas amostras.

Figura VII - Imagem representativa do aspecto da solucdo de [**N]-NHj, analisada por inspecgéo
visual, através de vidro plumbineo.

1.2. pH da Solugéo de [**N]-NHj;

O teste para verificacdo do pH de cada amostra foi realizado através de determinacéo
potenciométrica segundo a monografia genérica 2.2.3 da Ph. Eur.(Council of Europe, 2014b) .
Como intervalo de referéncia foi utilizado o 4,5 — 8,5 (comum para outros radiofarmacos PET,
como a FDG) tendo em conta o pH da solucdo utilizada como matéria de partida (dgua para
injectaveis, Braun). Todos os lotes de validacdo (Lotes 4 - 6) se encontravam dentro do
intervalo analisado. Um dos lotes de optimizac¢ao do processo (Lote 2) apresentou um valor de
pH de 9,41 (Tabela III).
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Tabela I11 -Valores de pH obtidos para os diferentes lotes de [**N]-NHs.

Lote pH Limite 4,5-8,5
1 7,76 Sim
Optimizagao 2 9,41 Né&o
3 6,39 Sim
4 5,51 Sim
Validacéo 5 5,23 Sim
6 4,50 Sim

1.3. Pureza Quimica

A presenca de aluminio da preparacdo final foi verificada recorrendo-se a um teste
colorimétrico, como indicado. Ndo se verificou diferenca significativa de cor entre as
solucdes, para todos os lotes produzidos (n=6), ap6s o tempo aguardado para ocorrer a
reaccdo (Figura VIII). A solucdo teste ([**N]-NHs) apresentou-se em todos 0s casos com
uma tonalidade alaranjada, igual ou ligeiramente inferior a da solucao de referéncia.

Figura VIII - Imagem representativa do resultado obtido no teste colorimétrico utilizado para
determinacdo da presenca de aluminio nas amostras (n=6). 1 — Solucéo de referéncia; 2 — Solucédo de
[°N]-NH;
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1.4. Identificacdo e Determinacéo da Pureza Radioquimica da Solugéo de “*N-NHj

Para a identificacdo das amostras e determinacdo da sua pureza radioquimica
procedeu-se a uma analise através de um sistema de cromatografia ionica (HPIC) ao qual foi
acoplado um detector de radioactividade. Todos os cromatogramas obtidos utilizando a
solugédo teste e detector de radioactividade (Figura 1X) mostraram um pico cujo tempo de
retencao era semelhante ao obtido para a solucéo de referéncia (Figura X). Verificou-se para o
cromatograma obtido com o detector de radioactividade para o lote 3, a presenca de um pico
adicional correspondente a 8,25% da radioactividade total, aos 0,80 minutos de corrida. Nas 3
producdes de validacdo, o radiocromatograma ndo mostrou evidéncias da presenca de
impurezas em limite superior ao especificado pela Ph.Eur. (Council of Europe, 2014), isto &,
1% (Tabela IV).

Tabela IV - Dados obtidos para o tempo de retencédo e percentagem de area dos picos adquiridos com
as amostras de [**N-NHs] e o respectivo padréo, utilizando detectores de condutividade e de
radioactividade, para analise num sistema de HPIC.

-
T "
T, [®N]- % | . ' or A padrio
Lote NH; (min) | Area Impurezas Yo Area NH.
(min) .
(min)
4 5,98 99,00 0,98 1,0 5,94
Né&o Né&o
> 6,30 100.0 Aplicavel | Aplicavel 5,94
6 5,41 99,75 0,78 0,25 5,94
3,001cps *1000 ' ) ' Chy|
7
2,00 E
1,00
10
=
0,00 . .
00"00 = 02700 04700 0600 08700 = 10700 12700 = 14700 = 16'00 @ 18700 ' min

Figura IX - Radiocromatograma representativo da injeccdo de uma solucdo de [**N]-NHs, no sistema
de HPIC, para uma corrida de 20 minutos. Tempo de retencdo = 6.30 minutos.
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Figura X - Cromatograma representativo da injeccdo de uma solugdo de referéncia (NH3z), no sistema
de HPIC, para uma corrida de 20 minutos. Tempo de retencdo = 5,94 minutos.

De forma a efectuar a identificacdo quimica das amostras, cada cromatograma obtido
com a solucéo a testar foi comparado com o cromatograma obtido para a solucéo de referéncia
(Figura X), tendo-se verificado (Tabela V) que o pico principal do cromatograma obtido com
a respectiva solucéo de [**NJ-NHjs tinha um tempo de retencéo aproximadamente igual ao pico
do cromatograma obtido com a solugdo de referéncia (NHj).
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Tabela V - Resultados adquiridos para a comparacao entre o pico principal dos cromatogramas obtidos
com a solucdo de [**N]-NH; e o pico principal do cromatograma obtido com a solucéo de referéncia

(NHs,).
Lote T, pico [**N]-NH; = T, pico NH3
4 Sim
5 Sim
6 Sim

De forma a identificar o pico detectado antes do primeiro minuto nos cromatogramas
obtidos com o detector de condutividade e a impureza detectada no cromatograma obtido com
o0 detector de radioactividade no lote 6, ainda que em pouco quantidade, efectuou-se uma nova
analise por HPIC, injectando, separadamente, NaNO,, NH3 e NaCl, usando, além do detector
de condutividade, o detector de UV, em serie, com leituras a 210 nm e 254 nm.

O NaNO; foi identificado como composto com um tempo de retencdo de 4,67 minutos
no cromatograma obtido com os detectores de condutividade e de UV-Vis, em série (Figura
XI) e apenas com o detector de UV-Vis (Figura XIllI), respectivamente. A analise dos
cromatogramas permite verificar ainda que, a 210 nm, o Na" absorve, enquanto a 254 nm,
apenas 0 NO, assume esse comportamento.

Adicionalmente, o cromatograma obtido para NaCl indicou a sua determinacdo aos
4,17 minutos, (Figura XII1), utilizando os detectores de condutividade e UV-Vis em série. No
cromatograma obtido com o detector de UV-Vis, o tempo de retencédo foi de 4,63 minutos.

Os cromatogramas obtidos para a solu¢do de NH3 mostraram a existéncia de um pico
principal aos 4,91 minutos e uma impureza aos 4,12 minutos (Figura X1V) com a detec¢cdo em
série, e um pico principal aos 5,35 minutos, juntamente com uma impureza aos 4,37 minutos,
com a deteccéo por UV.
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Figura XI - Cromatograma obtido apos injec¢do de uma solucdo de NaNO2 no sistema de HPIC,
utilizando os detectores de condutividade e UV, em série. Tempo de reten¢do — 4,67 minutos.

I
J e S Tl _ o o __Uv_B
Q
36 / =
3 /
/
854 |
/
/
gaq /
/
834/
T T T T T T 1 T II T T T T T T T T T T N
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 min
T
00 |mau 3 Uv_a
00 2 ~
i_[)
=
80
60
404—" ‘ ,
T T T T T T T T T T T T T T T T T T N
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 min

Figura XII - Cromatograma obtido ap6s injec¢do de uma solucdo de NaNO, no sistema de HPIC,
utilizando o detector UV. UVA — Comprimento de onda de 210 nm. UVB — Comprimento de onda de
254 nm. Tempo de retencdo UVA — 5.02 minutos; Tempo de reten¢cdo UVB — 5.00 minutos.
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Figura XIII - Cromatograma obtido ap6s injeccao de 20 pL no sistema HPIC de uma solugdo de NaCl
0,9%, utilizando os detectores de condutividade e UV, em série. Tempo de retencdo — 4,17 minutos.
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Figura XIV - Cromatograma obtido apds injeccdo de uma solugdo de NH3 no sistema de HPIC,
utilizando os detectores de condutividade e UV, em série. Tempo de reten¢do NH3; — 4,91 minutos;
Tempo retencdo impureza — 4,12 minutos.

1.5. Identificacdo e Determinagéo da Pureza Radionuclidica da Solugéo de **N-NHj

1.5.1. Semi-Vida

De modo a averiguar o tj, das amostras do presente estudo, procedeu-se a analise
através de um calibrador de doses. A actividade foi medida em 6 intervalos de tempo e a semi-
vida calculada através do método descrito no capitulo Il (Tabela VI).

Tabela VI - Valores obtidos para o Ty, das amostras de [**N]-NH; e respectivos desvios para o t;, alvo
(9,96 min).

Lote t1, obtido (min) Limite 9-11 min
4 9,97 Sim
5 9,98 Sim
6 9,97 Sim

t1» alvo: 9,96 minutos
Ty, alvo especificado pela Farmacopeia Europeia: 9 - 11 minutos
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E possivel verificar através da Tabela 6 que todos os lotes de validacéo de [**N]-NH;
preenchiam os requisitos da Ph. Eur. relativamente ao t;;, uma vez que se inseriam no
intervalo especificado entre 9 e 11 minutos.

1.5.2. Espectro das Radia¢gfes Gama

Utilizando um contador de poco com analisador multicanal, foi possivel obter o
espectro de radiacdo gama das solucdes correspondentes aos 3 lotes de validacdo. Verificou-
se, para todos os casos, a existéncia de um pico principal a 0,511 MeV e de um pico soma
correspondente a 1,022 MeV, tal como exemplificado na Figura XV.

LQ[‘.[M“HW[

7 Stk?
total cps: 164219

Figura XV - Imagem representativa do espectro de radiagcdo gama do produto final. Pico principal a
0,511 MeV e adicional correspondente a 1,022 MeV.

1.5.3. Impurezas Emissores Gama

O espectro de radiacdo gama obtido 2h apos o fim da sintese (EOS — do inglés End of
Synthesis), para producéo de **N-NHs, indicou a inexisténcia de impurezas radionuclidicas
significativas para a totalidade nas amostras (Figura XVI). Apenas uma foi apontada como
tendo 0,51% de impurezas (Tabela VII), valor inferior aos 1,0% indicados pela Ph. Eur. para a
radioactividade gama total associada a estas impurezas, relativamente a radioactividade total
(Council of Europe, 2014e).
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Figura XVI - Imagem representativa do espectro de radia¢cdo gama obtido 2h apds a sintese
radioquimica, para as amostras de [**N]-NH.

Tabela V11 - Percentagem de impurezas radionuclidicas presentes nas amostras de [*°N]-NHs.

Lote % Impurezas
4 0
5 0,51
6 0

2. Controlo Bioldgico da solucdo de [*N]-NH;

2.1. Esterilidade

Ao contrario dos restantes testes incluidos no processo de controlo de qualidade da
[**N]-NHs, a esterilidade das preparacées foi testada em laboratério independente, para onde
vao igualmente ser testados outros radiofarmacos produzidos na institui¢cdo. Todos os 3 lotes
de validagdo foram encaminhados para o laboratorio a fim de ser testada a sua esterilidade,
cujo resultado se verificou ser positivo, devido a auséncia de crescimento bacteriano nos
meios inoculados com a solugéo final.
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2.2. Teste de Endotoxinas Bacterianas

2.2.1. Confirmagao da Sensibilidade Declarada do Lisado

A Ph. Eur. define que a sensibilidade declarada pelo fabricante (A) para o lisado é
valida e pode ser utilizada para os ensaios realizados com o mesmo lisado, quando o valor da
média geometrica da concentracdo no ponto de equivaléncia (ponto final de gelificacao obtido
nas diferentes séries de solucBes padrao) estiver compreendido entre 0,50\ e 2A (Council of
Europe, 2014a) (0,06 EU/mL e 0,25 EU/mL).

Apobs a incubacdo da mistura de lisado com cada uma das solugdes padrdo, foi
verificada a integridade dos géis. Verificou-se um resultado negativo para todas as replicatas
da solucdo padrdo de concentracdo mais baixa (0,03 EU/mL) e resultado positivo para as
restantes concentragdes (0,06 EU/mL, 0,125 EU/mL, 0,25 EU/mL e 0,50 EU/mL). A
sensibilidade do lisado foi, entdo, calculada através da equacdo descrita anteriormente no
capitulo I1, tendo-se obtido o valor para A de 0,06 EU/mL.

2.2.2. Gelificacdo nas Amostras de [*N]-NH;

A formacao de gel foi verificada para todas as réplicas dos tubos, com as respectivas
misturas reaccionais. Observou-se a formacdo de gel apenas para os tubos de padrédo de
endotoxina de concentracdo 0,25 EU/mL (21) com égua apirogénica e [“NJ-NHs,
respectivamente, ou seja, um resultado negativo para a amostra de [**N]-NHa.

3. Outros Testes de Controlo de Qualidade da [**N]-NH,

3.1. Integridade do Filtro

Apesar de ndo ser um requerimento da farmacopeia, foi realizado o teste da integridade
do filtro utilizado para filtracéo da preparagéo de [**N]-NHa.

O certificado de qualidade do filtro indica que o filtro é fabricado e testado de modo a
ter uma pressdo de ”’ponto de bolha™ superior a 3,45 Bar. Verificou-se que para 0s ensaios
realizados (n=3), a pressao a que ocorreu a formacao do fluxo continuo de bolhas na agua foi
de 4.1, 4.1 e 4.5 (Tabela VIII), respectivamente, ou seja, a uma pressao superior ao limite
especificado pelo fabricante do filtro.
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Tabela VIII - Presséo a qual ocorre formagdo de bolhas de &gua, obtida para os filtros utilizados nos
trés altimos ensaios.

Lote Ponto de bolha pelo Ponto de bolha obtido
fabricante (Bar) (Bar)
4 >3,5 4.4
5 >35 4,1
6 >3,5 4,5

3.2. Radioactividade

Por observagdo da Tabela IX é possivel verificar-se que a [**N]-NH; é produzida com uma
actividade na EOS entre 23,07 e 34,74 mCi.

Tabela IX - Valores de actividade obtidos para os trés ultimos ensaios, medidos através de calibrador
de doses, no fim da sintese (EOS).

Lote Actividade EOS (mCi) Hora (h:m)
1 19,82 15:35
2 22,74 17:57
3 32,32 15:21
4 22,21 10:22
5 34,74 11:58
6 23,07 17:02
Média 25,82 mCi + 6,130
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CAPITULO IV - DISCUSSAO
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Discussao

Tal como todos os produtos farmacéuticos, os radiofarmacos sdo sujeitos a um rigoroso
processo de controlo de qualidade que assegure ndo sO a seguranga dos pacientes nos quais
estes vao ser administrados, mas também a eficicia do produto, isto ¢, a obtengdo da melhor
resolucdo e qualidade possiveis para a imagem por PET ou PET/CT. As preparacdes
radiofarmacéuticas sao sujeitas, portanto, a um controlo que permite assegurar a administracao
ao paciente de um produto estéril e apirogénico, com a melhor combinacdo radionuclideo —
vector fisioldgico, na dose correcta e com as caracteristicas fisicas e quimicas adequadas, de
modo a produzir o efeito desejado e impedir toxicidade.

A [**N]-NHjs é considerada um radiofarmaco seguro e eficaz, tendo sido aprovada tanto
pela FDA como pela Phar. Eur. para a avaliacdo da perfusdo miocardica sob condi¢des de
descanso ou de stress farmacoldgico, atraveés de estudos clinicos por PET em pacientes
suspeitos ou possuidores de doenca arterial coronaria (vom Dahl, 2001) .

Em Portugal, o ICNAS assume um papel fundamental na producéo de [**N]J-NHj; e de
muitos outros radiofarmacos, uma vez que se apresenta como a primeira institui¢cdo publica do
pais a possuir um ciclotrdo, permitindo a producdo de uma variedade de radionuclideos
necessarios para a obtencdo de radiofarmacos utilizados em PET, reduzindo, deste modo, os
custos associados a importacdo dos produtos, nomeadamente de Espanha, e possibilitando aos
centros detentores de tecnologia PET e aos seus pacientes uma reducdo do tempo necessario
para a realizagdo dos exames. Além disso, a actividade inicial do radiofdrmaco ndo necessita
de ser tdo elevada, uma vez que o local de producdo do radionuclideo e de realizacdo de PET
com este radiofarmaco é o mesmo (ICNAS).

Até a0 momento, a producdo sistematizada e a comercializacdo de [°*N]-NH; pelo
ICNAS ainda ndo foi posta em prética, sendo necessaria a validacdo do método de producéo
utilizado, nomeadamente a partir dos testes de CQ. E neste &mbito que se insere o presente
estudo. Os testes analiticos aos lotes produzidos no LRC do ICNAS foram realizados tendo
em consideracdo as directrizes da Farmacopeia Europeia 8.2, nomeadamente da respectiva
monografia.

Varios métodos foram reportados para a producdo de [“*N]-NH; (Berridge &
Landmeier, 1993; Mulholland et al., 1990; Sobczyk et al., 2002). O [**N] é usualmente
produzido através da reaccdo nuclear 0 (p, a)™N e convertido a [**N]-NH; através de
métodos de reducdo classicos ou directamente no alvo, sendo as espécies reduzidas,
normalmente os 6xidos de azoto (NOy), produtos indesejaveis para o radiofarmaco.

Dos métodos de reducdo supracitados destacam-se, entre os classicos, 0 método da liga
de DeVarda (Devarda’s alloy) e entre 0s que actuam no alvo, o método da adicdo de etanol.
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Neste Gltimo, é prevenida a oxidacéo de [*N]-NH; a [*N]O, e [**N]O3 por adi¢o de etanol &
agua irradiada no alvo (Wieland et al., 1991; Berridge & Landmeier, 1993). O etanol actua
como “scavenger” de radicais livres responsaveis pela formagédo dos nitratos e nitritos. Por ser
um método simples, econdémico (relativamente a outros métodos), eficiente e permitir
melhorar o rendimento radioquimico da [**N]-NHs (Wieland, et al. 1991), foi este 0 método
escolhido para a sua producdo no ICNAS, obtendo-se, no fim de sintese, valores na ordem de
19,82 e 34,74 mCi. Uma vez que a actividade tipicamente administrada aos pacientes ronda os
10-20 mCi (Feinstein Institute for Medical Research (Chaly. T), 2011) e que o [**N] possui
uma semi-vida de 9,96 minutos, torna-se necessaria a rapida libertacdo do radiofarmaco para a
realizacdo do exame clinico, neste caso especifico, dentro das instalagdes do ICNAS.

Na producdo de [**N]-NH; e de radiofarmacos em geral, como jé foi referido, aplicam-
se 0s principios de cGMPs, de modo a serem obtidos produtos com qualidade e seguranca
determinantes para administracdo em humanos (EudraLex, 2008a; EudralLex, 2008b). O
processo de CQ da [**N]-NH; foi realizado tendo em conta as cGMPs e as directrizes da
farmacopeia, pretendendo-se a obtencdo de pelo menos trés lotes consecutivos com vista a
validagdo do processo de producéo de [**N]J-NHs supracitado (Eudralex, 2014), para estudos
clinicos por PET.

As propriedades fisico-quimicas da [**N]-NH; foram avaliadas primeiramente,
iniciando-se desde logo, com a andlise da aparéncia e pH das amostras. A aparéncia do
produto final pode reflectir, em parte, as caracteristicas e condi¢cdes originais da sua
preparacdo ou a possivel existéncia de falhas em diferentes fases do processo de producéo e
sintese radioquimica, nomeadamente ao nivel da filtracdo ou até da manipulacdo dos reagentes
e materiais utilizados. A Ph. Eur. (Council of Europe, 2014) define que a solucéo de [**N]-
NH; deve ser incolor e encontrar-se limpida, sem a presenca de quaisquer particulas.
Alteracdes na cor ou aspecto da solucdo de [**N]-NH; indicam adulteracdes que podem
modificar o seu comportamento bioldgico (Saha, 2010) e, eventualmente, prejudicar o
paciente ou impedir a obtencdo de uma boa imagem por PET (ou PET/CT), pelo que é
imperativo analisar a sua aparéncia.

A inspeccdo visual ao frasco com a amostra de [**N]-NH; foi realizada através do vidro
plumbineo, para minimizar a exposicdo a radiacdo. Todas as amostras analisadas (n=6) se
apresentavam limpidas e ausentes de particulas, cumprindo, deste modo, os requisitos da
farmacopeia. Ndo ha evidéncia de qualquer tipo de contaminagdo, resultante dos materiais
utilizados ou da manipulacdo durante todo o processo, ou de alguma falha durante o processo
que pudesse alterar as propriedades da solucéo final.

De igual modo, a estabilidade e integridade dos Radiofdrmacos estdo intrinsecamente
ligadas ao seu valor de pH, que deve ser apropriado desde 0 momento da sua formulacéo até a
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administracdo ao paciente. Idealmente, o pH da solucdo preparada deve ser 0 mais proximo
possivel do pH fisioldgico (pH do sangue), isto €, pH aproximadamente igual a 7,4. Porém,
dado o efeito tampéo do sangue, o intervalo de valores de pH aceites pode ser alargado (Saha,
2010). Desvios destes valores podem indicar anomalias ao nivel da producédo e preparacdo do
produto, que necessitam ser detectados e remediados.

O teste para verificacdo do pH de cada amostra foi realizado por potenciometria,
medindo a diferenca de potencial entre um eléctrodo de vidro sensivel aos ides hidrogénio,
mergulhado na solugdo de [**N]-NHs, e um eléctrodo de referéncia. Este foi o método
utilizado, ao inves de papel indicador de pH, para uma maior precisdo da avaliacdo e dos
resultados. Numa das producdes iniciais (durante a fase de optimizacdo) um dos valores
obtidos para o pH estava fora do limite estabelecido. Este valor foi atribuido ao facto de o alvo
de azoto-13 ter sido instalado no ICNAS em 2008, mas nunca ter sido utilizado até a actual
producdo de [**N]J-NHs, pelo que é considerado normal, nas primeiras utilizacdes, haver ainda
impurezas decorrentes do seu processo de producdo. Esta situagdo ndo tornou a ocorrer nas
producdes subsequentes, com todos os valores de pH dentro do intervalo considerado.

A pureza quimica de um radiofarmaco define-se como a fracgdo da massa total deste
na forma quimica desejada. Algumas impurezas quimicas podem ndo so interferir no processo
de marcacdo, e consequentemente na eficacia do diagnostico, como ser nocivas para 0
paciente apos a administracdo do radiofarmaco, caso estejam em niveis suficientes para
provocar esses danos. Este tipo de impurezas pode resultar nomeadamente da decomposicao
dos reagentes ou materiais envolvidos antes ou apos a marcacgédo ou da sua adi¢do inadvertida
durante este procedimento (Saha, 2010).

No caso especifico da [*N]-NHs, a potencial impureza quimica apontada como alvo de
analise pela Ph. Eur. é o aluminio. Em excesso, este metal, 0 mais abundante da crusta
terrestre, pode provocar toxicidade em vérios drgdos, nomeadamente através da inibi¢do da
actividade de algumas enzimas, da sintese proteica, e de altera¢cBes na funcdo de &cidos
nucleicos, bem como da permeabilidade da membrana celular (Verstraeten et al., 2008).

Apesar de ndo ser utilizada liga de Devarda, constituida por aluminio, cobre e zinco,
para reducdo de nitratos e nitritos de [**N] neste processo de producdo, o alvo utilizado
durante a irradiacdo da 4gua com etanol era constituido por aluminio, pelo que se justifica a
execucdo do teste. Deste modo, cumpriu-se a indicacdo da farmacopeia para avaliagdo da
pureza quimica da amostra, atraves da determinacdo da presenca de aluminio. Utilizou-se,
para o efeito, um teste colorimétrico baseado na interacgdo entre o cromazurol S e o aluminio,
na presenca de tampdo acetato pH 4.6, com formacdo de um complexo com cor. Esta foi entéo
comparada com a cor da solucdo de referéncia preparada com uma concentracdo
correspondente a quantidade maxima recomendada de aluminio na preparacdo
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radiofarmacéutica pela farmacopeia, isto é, 2 ppm (Council of Europe, 2014). As propriedades
quelantes do cromazurol S devem-se a presenca de grupos oxigenados que se podem ligar ao
metal.

Em todos os ensaios realizados ndo foram observadas diferencas na tonalidade da cor
das amostras de [**N]-NHs comparativamente a da solugéo de referéncia. Ambas as solugdes
apresentavam uma cor alaranjada. Assim, e de acordo com farmacopeia, todas as solucdes
apresentam pureza quimica, ao ndo ser detectada a presenca de aluminio em concentracdo
superior a 2ppm.

A informag&o acerca deste teste e dos resultados que se podem obter eventualmente é
escassa na literatura e mesmo a farmacopeia ndo indica a suposta cor que as solu¢des devem
ter. A literatura indica, no entanto, que outros ides metalicos, como Fe®" e Cu?* podem
interferir na reaccao entre o aluminio e o cromazurol S, uma vez que também eles reagem com
o cromazurol S (Musil & Theis, 1955; citado em Hosoya et al., 1960).

Em termos futuros, de modo a serem obtidos resultados quantitativos relativos a
presenca de aluminio nas amostras, seria vantajoso proceder, igualmente, a uma quantificacao
por espectrofotometria de UV-Vis, ou ainda pela espectroscopia de absorcdo atomica, cuja
aplicacdo foi j& demonstrada na determinacdo de metais (Amos & Thomas, 1965; Conti, 1997;
Nguyen et al., 2004). Esta Gltima é uma técnica bastante sensivel, permitindo a reducédo ou
eliminacdo de interferéncias que possam alterar os resultados, pelo que seria um bom
complemento ao teste colorimétrico, em casos de ddvida sobre a concentracdo de aluminio nas
amostras.

A examinacdo dos cromatogramas obtidos atraves da andlise por HPIC contribui ndo
sO para a identificacdo das amostras, como para a determinagdo da sua pureza radioquimica.
Durante o processo de optimizagdo verificou-se a presenca de uma impureza nos
cromatogramas obtidos com o detector de condutividade e de radioactividade, por volta do
primeiro minuto de corrida. Inicialmente, colocou-se a hipotese de ser um éxido de azoto, pelo
que se injectou NaNO,;, NH; e NaCl no sistema HPIC, utilizando um detector de
condutividade e um detector de UV, em série. Acoplou-se esta ultima detecgdo de forma a ser
possivel a deteccdo do ido NO,’, segundo dados da literatura (Pastore et al., 1989). Enquanto
todos os compostos absorvem a 210 nm, apenas com 0 NaNO se observa absorc¢do a 254 nm.
Verifica-se, ainda, que o tempo de retencdo obtido encontra-se proximo do tempo de retencao
do pico correspondente ao sodio. Além disso, quando € injectada a amostra, ndo se verifica a
presenca de dois picos de actividade a esse tempo de retengéo, pelo que se conclui que NaNO,
ndo corresponde & impureza detectada nos cromatogramas e que aparecem muito mais cedo. E
muito provavel que a impureza encontrada numa pequena percentagem no lote 6, corresponda
a H,[*0], indicada, igualmente, pela farmacopeia. Com efeito, este pico desapareceu
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rapidamente quando a amostra foi reprocessada alguns minutos mais tarde, o que é compativel
com a curta semi-vida do oxigénio-15 (122 segundos). O pico observado imediatamente antes
do pico identificado como NH3 na amostra de referéncia injectada corresponde a NaCl que
tera ficado no sistema cromatografico quando da Gltima injeccdo. O padrdo de NaCl permite a
sua identificacéo.

Para todos os lotes, os cromatogramas obtidos com a solugéo de [**N]-NH; e o detector
de actividade mostraram um pico principal cujo tempo de retengdo era aproximadamente igual
ao tempo de retencdo do pico do cromatograma obtido com a solugdo de referéncia e o
detector de condutividade. Deste modo, confirma-se a adequacdo do sistema utilizado para a
presente analise.

A identificacdo do radionuclideo presente na amostra passa, segundo a farmacopeia,
pela obtencdo do respectivo espectro de radiagfes gama e pela determinagdo da sua pureza
radionuclidica. A examinagdo dos cromatogramas obtidos no ensaio para determinacdo da
pureza radioquimica faz, igualmente, parte do processo de identificacdo da amostra.

Verificou-se para todos os lotes que o pico principal do cromatograma obtido com a
solucdo de [**N]-NH; tinha aproximadamente o mesmo tempo de retencdo do pico
correspondente ao cromatograma obtido com a solucdo de referéncia (NHs). Deste modo, este
teste contribuiu para a identificacdo das amostras como sendo de [**N]-NHs.

Por outro lado, as impurezas radionuclidicas podem advir de reac¢fes nucleares
indesejaveis induzidas no material alvo, ou num is6topo ndo alvo, (Qaim, 1993), estando
relacionadas, portanto, com o modo de producdo e preparacdo do radiofarmaco. Estas
impurezas podem nao sé interferir na obtencdo de imagens com qualidade por PET/CT, mas
também causar um aumento da dose de radiacdo e, eventualmente, expor o paciente a uma
toxicidade indesejavel.

A Ph. Eur. define a determinacdo do ti, e a investigacdo de eventuais impurezas
emissoras gama como testes a realizar para verificacdo da pureza radionuclidica das amostras
de **N-NHj3 (Council of Europe, 2014).

Um determinado ty, é definido como o tempo necessario para reduzir a actividade
inicial de um radionuclideo para metade, sendo caracteristico desse mesmo radionuclideo
(Saha, 2010).

A amostra correspondente ao lote 2 apresentou um valor acima do limite maximo
indicado pela farmacopeia. Tendo em conta este resultado pode colocar-se a hipotese da
existéncia de impurezas radionuclidicas na mesma, como ['®F], que possui um ty, maior
(aproximadamente 110 min) e que é apontado pela farmacopeia como possivel impureza

59



OPTIMIZAGCAO E VALIDACAO DA PRODUCAO DE [**N]-NH; PARA ESTUDOS CLINICOS DE
TOMOGRAFIA POR EMISSAO DE POSITROES NA AVALIACAO DA PERFUSAO MIOCARDICA

resultante do processo de producdo da [**N]-NHs. Contudo, ndo foi possivel provar esta
hipdtese, uma vez que o radiocromatograma obtido durante a analise da pureza radioquimica
ndo apresentava evidéncias da existéncia de impurezas.

Para as restantes amostras, uma vez que o tj;, encontrava-se incluido entre 9 e 11
minutos, confirmando-se a identidade do produto final como sendo [**N]-NHs e a sua pureza
radionuclidica, no que respeita ao ty,.

Em conjunto com a determinacdo deste pardmetro, a medida das radiacfes
caracteristicas emitidas por determinado radionuclideo é, igualmente, uma forma de chegar a
sua identificacdo. Por si s@, este ultimo procedimento ndo é suficiente para assegurar a
correcta identificagdo, uma vez que a mesma energia de radiagdo pode corresponder a varios
radionuclideos, isto é, ndo é possivel distinguir entre os radionuclideos emissores de positrdes,
por espectrometria de radiacdo gama.

O [®N] possui um modo de decaimento B-positrénico (B*), o que Ihe permite ser
utilizado para obtencdo de imagem por PET (ou PET/CT), uma vez que este exame tem por
base a emissdo de um positrdo durante a desintegracdao de um radionuclideo. Neste processo, 0
positrdo encontra um electrdo e € aniquilado, dando origem a 2 fotBes de energia 0,511 MeV,
que sdo emitidos em direcc¢des opostas (Saha, 2010).

Em todos os casos analisados os espectros obtidos mostravam a existéncia de um pico
principal a 0,511 MeV e de um adicional correspondente a 1,022 MeV, juntamente com
dispersdo de Compton no inicio (Figura 24). Os resultados obtidos vdo ao encontro das
indicacGes da Ph. Eur. (Council of Europe, 2014) e da literatura (Qaim, 1993), relativamente a
energia de todos os fotdes gama. Conclui-se que as solucGes analisadas possuem, de facto,
radiacdo caracteristica de emissores de positrdes. Em conjunto com os resultados obtidos para
0 ty estes resultados contribuem para a identificagdo do produto final como sendo de [**N]-
NHs.

A Ph.Eur. aponta, ainda, para a conservacdo da amostra durante 2h e respectivo registo
do espectro de radiacdo gama da mesma apos esse periodo de tempo (Council of Europe,
2014). Isto permite que haja decaimento do **N, um radionuclideo de ty, curto, e a deteccéo de
possiveis impurezas com ty;, longo. Apesar de o resultado obtido para uma das amostras
analisadas apontar para a presenca de impurezas, este encontra-se abaixo dos 1% estabelecidos
pela Ph. Eur., para a radioactividade gama total associada a estas impurezas, relativamente a
radioactividade total (Council of Europe, 2014).

Os resultados obtidos através da comparagdo dos cromatogramas das solugdes teste e
de referéncia, a determinacdo do ty, e a obtencdo dos espectros de radiacdo gama permitem a
confirmacdo da identidade das amostras como sendo de [**N]-NH; e a determinacdo da sua
pureza radionuclidica. Seria relevante utilizar futuramente um detector de germéanio de alta
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pureza — HPGe (do inglés High - Purity Germanium) para a identificacdo do radionuclideo e
deteccdo de impurezas radionuclidicas, uma vez que este detector possui uma resolucdo em
energia muito maior em comparacdo com os detectores de iodeto de sodio (Nal), permitindo a
obtencdo de resultados mais fiaveis e precisos (Ely et al., 2004; Perez-Andujar & Pibida,
2004).

Além dos testes fisico-quimicos, é imperativa a realizacdo do CQ bioldgico das
amostras, mesmo que os resultados ndo sejam obtidos antes da administracdo ao paciente, para
controlo do processo de producdo do radiofarmaco e prevencdo de casos futuros de
contaminacdo das amostras.

Uma vez que a preparacdo radiofarmacéutica pode ser libertada para administracdo
antes de serem obtidos os resultados para este teste, torna-se decisiva a aplicacdo dos
principios actuais de Boas Praticas de Fabrico (cGMP) e das Boas Praticas de Radiofarmécia
(cGRPP), com vista a producdo e preparacdo de radiofdrmacos estéreis e seguros para o
paciente, recorrendo a técnicas, materiais e reagentes assépticos. A esterilidade implica a
auséncia de microorganismos viaveis na preparacao radiofarmacéutica (Saha, 2010).

Foi aplicado, durante a preparacio de [**N]-NHs um processo de filtracdo da
preparacao através de um membrana porosa ou filtro (neste caso de 0,22 um) que remove 0S
microorganismos com base no seu tamanho e forma. Para produtos injectaveis, € necessario
um filtro com poros de pequeno tamanho para evitar uma possivel passagem para a preparagao
de microorganismos de menor tamanho (Saha, 2010).

O teste do “ponto de bolha” apresenta resultados que permitem concluir que a
integridade do filtro utilizado na filtragdo das amostras de [**N]J-NH; ndo foi comprometida,
pelo que o filtro devera executar a sua funcdo correctamente, isto €, impedir que eventuais
impurezas presentes na solugdo antes desta etapa possam passar para o produto final. Além
disso, sdo utilizados materiais e reagentes estéreis durante a producdo do radionuclideo e
preparacdo do radiofarmaco, e todos os procedimentos séo realizados segundo as cGMPs e as
cGRPP, pelo gue se previne, desde o inicio, a contaminacdo das amostras. Como confirmacao,
o teste de esterilidade realizado apresentou-se negativo para crescimento de microorganismos.

Ainda que sejam utilizados reagentes e materiais de alta qualidade e agua apirogénica
na preparacdo dos radiofarmacos para evitar a contaminacdo por pirogénios, € necessario
avaliar a presenca destes em quantidade que possa colocar em risco a vida do paciente no qual
o radiofarmaco vai ser administrado. A apirogenicidade é um requisito indispensavel ndo so6
em preparacdes radiofarmacéuticas, mas também em todos os produtos para administragcdo em
humanos, como vacinas e outros farmacos.
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As endotoxinas bacterianas ou pirogénios sdo geralmente sollveis (Saha 2010) e
maioritariamente lipopolissacarideos (LPS) ou proteinas resultantes do metabolismo de
bactérias gram-negativas, nomeadamente Escherichia coli e Pseudomonas Aeruginosa. Estas
endotoxinas funcionam como pirogenios exogenos e potentes activadores inespecificos de
varias células do sistema imune, como células B e macréfagos (Li et al., 2011), podendo
causar sintomas de febre, arrepios, rubores, cefaleia e dores nas articulagdes, entre outros. Em
casos mais graves, mas raros, de intoxicacdo pode levar a choque séptico e morte.

A avaliacéo da presenca de endotoxinas bacterianas nas preparacdes de [**N]J-NHj; foi
conseguida através do método de gelificacdo. Este baseia-se na capacidade do lisado obtido a
partir dos amebdcitos do caranguejo Limulus polyphemus coagular na presenca de
endotoxinas. A sensibilidade declarada do lisado foi confirmada, validando-se a realizacdo do
teste para determinacdo de endotoxinas nas amostras. Os controlos positivos (solucdo de
endotoxina em concentragdo 2A com dagua apirogénica € com [13N]-NH3 apresentaram
formacdo de gel apds o periodo de incubagdo e inversdo do tubo em 180° pelo que os
resultados obtidos s&o positivos. Por outro lado, o resultado foi negativo para o controlo
negativo (agua apirogenica), pois ndo foi observada formacéo de gel. Em comparacdo com 0s
controlos, 0s resultados obtidos para as amostras de [“*N]-NH; foram negativos, concluindo-
se, entdo, que as mesmas satisfazem ao ensaio.

Tendo em consideracdo os parametros indicados pela Ph. Eur. e respectivos métodos
de analise, foi efectuado o controlo de qualidade das amostras de [**N]-NHs, de modo a
optimizar e validar o respectivo processo de produgdo. Os resultados permitem verificar a
obtencdo de 3 lotes consecutivos cujos parametros avaliados através de procedimentos de CQ
se encontram dentro das especificacOes e limites indicados pela Ph. Eur., apontando para um
radiofdrmaco seguro e de qualidade, obtido através do método da adicdo de etanol. Assim,
sera possivel a realizacdo de exames de perfusdo cardiaca por PET nas instalacdes do ICNAS,
utilizando [**N]J-NH; como radiofarmaco de eleicéo.
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CONCLUSAO
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Concluséao e Perspectivas Futuras

Os resultados permitiram verificar, em suma, que os dados obtidos para 0s parametros
fisico-quimicos e bioldgicos avaliados no ambito do processo de controlo de qualidade das
solugbes de [**N]-NHs, isto é, para aparéncia, pH, pureza quimica, identificacdo, purezas
radioquimica e radionuclidica, esterilidade e presenca de endotoxinas bacterianas satisfazem
os limites e especificagOes indicados na respectiva monografia e monografia geral de
preparacOes radiofarmacéuticas, da Ph. Eur., em 3 lotes consecutivos, contribuindo deste
modo, para a validacdo da producdo de [*N]-NHs; uma vez que vio ao encontro, igualmente,
das normas europeias no que concerne a validacdo do processo de fabrico de radiofarmacos.

Em termos futuros, sera relevante juntar a estes dados outros resultantes de novas
producdes, como parte de um processo de verificagdo da consisténcia de resultados entre
diferentes tempos de producdo, nomeadamente.

No que concerne aos métodos utilizados para avaliacdo dos diferentes parametros, &,
também, de considerar, a aplicacdo da espectroscopia de absorcdo atdmica para quantificacdo
de aluminio nas amostras de [**N]-NHs;, uma vez que é um método mais sensivel
relativamente ao método colorimétrico, permitindo a obtencdo de informagdo quantitativa que
ndo é possivel ser adquirida através do método ja utilizado. De igual forma, na determinagédo
de impurezas radionuclidicas, apesar de ndo terem sido detectadas evidéncias de algum
problema a este nivel, seria também importante realizar um conjunto de analises com um
detector de germanio ao invés de um detector de iodeto de sodio, normalmente utilizado, para
obtencdo de resultados mais precisos e impedir que o radiofarmaco contenha impurezas que
possam alterar a qualidade da imagem ou prejudicar o paciente.
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