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Resumo

Radiofarmacos sdo compostos radioativos que podem ser usados tanto
para diagnéstico como para terapia. O radiofarmaco 99m-Tc-MIBI é a formacé&o
de um complexo contendo o radionuclideo Tecnécium-99m e seis moléculas de
Sestamibi, usado principalmente para cintilografias do miocardio, sendo o
procedimento mais realizado dentro da medicina nuclear, por consequéncia, o
radiofarmaco mais comercializado. Ja o radiofarmaco 99m-Tc-DTPA ¢é
composto também pelo mesmo radiois6topo e por uma molécula de &cido
pentético, a qual tem caracteristica de um quelante com afinidade pelos rins,
por isso, € possivel fazer avaliacdo do sistema renal. Como os radiofarmacos
sdo considerados medicamentos, estdo sujeitos as mesmas normativas, logo o
objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologia de doseamento destes
insumos ativos antes da complexacdo com o radionuclideo através da
metodologia de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Dois métodos
simples e eficientes foram desenvolvidos e validados para o MIBI em produto
acabado e para a matéria-prima &cido pentético (DTPA), utilizando-se misturas
de solvente organico e tampao. Os parametros de validacdo foram avaliados,
obtendo resultados satisfatérios. Um teste de estabilidade para o radiofarmaco
MIBI em solucéo foi realizado e o resultado indicou uma preservacdo das
caracteristicas de aproximadamente 60 dias, e quando liofilizado de mais de 12
meses. Sendo assim, os métodos propostos foram considerados adequados
para utilizacdo na rotina da industria farmacéutica. Como perspectivas, novas
condicbes serdo testadas para obter método de quantificagdo para o

radiofarmaco 99m-Tc-DTPA em produto acabado.

PALAVRAS-CHAVE: radiofarmaco, DTPA, MIBI, cold kit, metodologia analitica.






Abstract

Radiopharmaceuticals are radioactive compounds that can be used for
diagnostic and therapeutic purposes. Technetium (99mTc) sestamibi is a
radiopharmaceutical including a coordination complex consisting of the
radioisotope technetium-99m bound to six Sestamibi ligands, which is mainly
used to image the myocardium via scintigraphy. This is the most common
nuclear medicine procedure, making Technetium (99mTc) sestamibi the most
commercialized radiopharmaceutical. Technetium (99mTC)-DTPA in turn is
composed by the same radioisotope plus a molecule of Pentetic Acid, which, by
its chelating properties, is used to scan renal system. As radiopharmaceuticals
are regarded as drugs, they are subject to the same regulations; therefore, the
objective of this study is to develop quantification methodology for these both
active pharmaceutical ingredients before their complexation with the
radioisotope by employing high-performance liquid chromatography (HPLC)
methodology. Two simple, efficient methods were developed and validated for
Sestamibi at its final form as well as for DTPA's raw material by using buffer and
organic solvent mixtures. The validation parameters were evaluated with
satisfactory results. A stability test was carried out for Sestamibi, indicating the
preservation of characteristics for nearly 60 days, and for over 12 months when
at its freeze-dryed form. The proposed methods were thus considered adequate
for pharmaceutical industries. As perspectives, new conditions shall be tested to
obtain a quantification method for Technetium (99mTC)-DTPA at its final form.

KEYWORDS: radiopharmaceutical, DTPA, MIBI, cold kit, analytical methods.
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1. Introducéo

A validacdo de ensaios de controle de qualidade é essencial na
fabricacdo de produtos farmacéuticos, registro de novos medicamentos, bem
como em laboratérios de controle de qualidade, pois € uma ferramenta que
assegura e permite realizar a andlise de insumos e produtos farmacéuticos
com seguranca. Segundo a Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 17 de
2010, os estudos de validacéo constituem parte essencial das Boas Praticas de
Fabricacdo de Medicamentos (BPFM) e devem ser conduzidos de acordo com
protocolos pré-definidos. Além disso, devem ser elaborados e mantidos os
relatérios com os resumos dos resultados obtidos e conclusdes (BRASIL,
2010).

O termo radiofarmaco apresenta diferentes definicbes. De acordo com
SAHA (2003) um “radiofarmaco € um composto radioativo utilizado para o
diagnéstico Le tratamento terapéutico de doencas humanas.” J& a RDC
64/2009 estabelece que radiofarmacos sao preparacdes farmacéuticas com
finalidade diagnéstica ou terapéutica que, quando prontas para 0 uso, contém
um ou mais radionuclideos. Ainda nessa RDC que dispbe sobre registro de
radiofarmacos versa “radionuclideo ou radioiso6topo sao isétopos instaveis os
quais sofrem decaimento radioativo e transmutam-se em novo elemento.
Compreendem também os componentes ndo-radioativos para marcacao (cold
kits) e os radionuclideos, incluindo os componentes extraidos dos geradores de
radionuclideos (BRASIL, 2009).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2008), radiofarmacos
sdo produtos farmacéuticos e podem ser classificados em quatro categorias:
produtos radioativos prontos para o uso; geradores de radionuclideos;
componentes nao-radioativos (reagentes liofilizados) e precursores utilizados
para marcacdo de outras substancias antes da administracdo. Sendo
considerados medicamentos, estdo sujeitas as mesmas regulacdes que 0s
outros tipos de medicamentos, com exce¢ao a quantificacdo de produtos de
degradacgéao, conforme RDC 53/2015 (BRASIL, 2015).
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Tanto o radiofarmaco 99m-Tc-MIBI (formacédo de um complexo constituido do
radionuclideo 99m-Tecnécium e seis moléculas de Sestamibi) quanto o 99m-
Tc-DTPA (composto pelo mesmo radionuclideo e por uma molécula de &cido
pentético) sdo radiofarmacos encontrados em todo o mundo, produzidos por
diferentes fabricantes, como exemplo Curium, GE Healthcare. No Brasil,
encontramos apenas um fabricante estatal localizado em S&o Paulo no
Insitituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) e um privado localizado
em Porto Alegre/RS, Grupo RPH.

No que diz respeito a avaliacdo dos radiofarmacos, encontrou-se relatos
dos ativos pela funcéo de quelante que também possuem, mas como cold kit, a
bibliografia € escassa. No final do ano de 2017 foi adicionada na Farmacopeia
Brasileira as monografias para os radiofarmacos 99m-Tc-DTPA e 99m-Tc-
MDP, e, entrou em processo de consulta publica a monografia para 0 99m-Tc-
MIBI, porém apenas para os produtos jA complexados com o radionuclideo
Tecnécio 99-metaestavel. Para os ativos dos cold kits, a Farmacopeia
Europeia, 2017 apresenta monografia para o Sestamibi e para acido
medrdnico, referente aos radiofarmacos citados acima, respectivamente. Ja a
Farmacopeia Americana 2017 traz monografia para o acido pentético, referente
ao ativo do 99m-Tc-DTPA.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Desenvolver e validar metodologias analiticas para avaliar qualitativa e
quantitativamente os radiofarmacos MIBI e DTPA em produto acabado né&o

marcado (cold kit).

2.2. Objetivos especificos

» Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) de DTPA pelas
técnicas analiticas de espectrofotometria na regido de Infravermelho
(IV) e no ultravioleta (UV), espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), espectrometria de massas (EM) e Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC).

» Desenvolver e validar métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para identificacdo e determinacdo quantitativa de MIBI
em produto acabado;

» Desenvolver e validar métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para identificacdo e determinacdo quantitativa de
DTPA em matéria prima.

» Realizar estudo preliminar de estabilidade de MIBI em diferentes

condigbes de estresse.
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3. Revisdao bibliogréfica

3.1. Medicina nuclear

A area da saude caracterizada por utilizar radionuclideos como fontes de
radiacdo € denominada de medicina nuclear. Essas fontes sdo administradas
ao paciente diferentes vias: inalagcdo, endovenosa, oral, intradérmico, intratecal
e ocular, sendo distribuidas especificamente na area em que se tem interesse.
A medicina nuclear € um método seguro, gera informacdes para diagnostico
que ndo seriam possiveis a partir de outros exames. As doses de radiacao
usadas para os exames de medicina nuclear sdo minimas. Os radioisétopos
utilizados para diagnostico emitem radiacfes gama, e tem tempo de meia vida

muito curta, essencial para sua aplicacao nessa area (SBMN, 2017).

Essa area da saude utiliza a radiacdo em conjunto com um farmaco
(cold kit) para avaliar o funcionamento de 6&rgdos e tecidos, onde,
diferentemente do exame de Raio X convencional, no qual a fonte é emitida de
fora para dentro do paciente e chega ao detector, na cintilografia a emissao
ocorre de dentro para fora para ser captada, sendo detectada apés atravessar
a estrutura que se deseja avaliar, formando a imagem pela interacdo da
energia com os tecidos biolégicos (NOBREGA, 2011; COELHO, et al, 2006).

O radionuclideo mais utilizado € o Tecnécio na sua forma metastavel
(99m-Tc), este € gerado pelo decaimento do Molibdénio (radionuclideo pai). O
Tecnécio é amplamente utilizado por conter caracteristicas essenciais para
obtencdo de um bom resultado no exame como: tempo de meia vida curto,
emissdo de radiacdo Gama (NOBREGA, 2011; COUTO, et al,, 2004), facil
associacdo a solucéo salina (formacdo do pertecnetato de sodio apds eluicao
do gerador) e de facil interacdo com a estrutura a ser avaliada (6rgao/tecido
alvo), além disso, pelo tipo de radiacdo emitida (ndo corpuscular) deposita no
tecido uma dose muito baixa comparada a outras fontes (NOBREGA, 2011).

Os radiofarmacos aplicados em medicina nuclear sdo substancias
marcadas, que depois de injetadas ao paciente visam mapear a estrutura,
tecido ou 6rgdo e permite visualizar o funcionamento ou detectar alguma
anormalidade como patologias, sendo usado como meio de diagndstico e
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também como tratamento em algumas situacdes. Logo, uma vantagem dessa
técnica diagnostica € a de ser um procedimento nédo invasivo que possibilita
uma avaliacdo anatémica ou morfolégica dos 6rgédos e, principalmente, uma
avaliacao funcional dos mesmos (ARAUJO, 2005; NOBREGA, 2011).

Para realizagcdo de exames em medicina nuclear (cintilografias) sao
usados os radiofarmacos: complexacéo de farmacos, que sdo substancias com
caracteristicas farmacéuticas e elementos radioativos, radioisotopos ou
radionuclideos que transferem suas caracteristicas aos farmacos, tornando os
radioativos (MELO, 2009).

Radiofarmacos usados para diagndsticos, representam a maior parte
dos exames, tem como vantagem a capacidade de minimizar a dose absorvida
pelo paciente devido a sua facilidade em penetrar em tecidos com baixo poder
de ionizacdo (emissdo de radiacdo gama) se comparado nucleos muito reativos
gue emitem particulas alfa e beta negativo (a ou B-), que sdo usados em
situacOes de destruicdo de tumores, pois possuem alta energia e baixa
penetrabilidade ionizando o meio que atravessam e causando uma série de
efeitos que resultam na morte das células tumorais (CNEN, 2017; ARAUJO,
2005). Como exemplo de radionuclideos emissores de radiacdo B— utilizados
em terapia, podemos citar o iodo-131, itrio90, lutécio-177, rénio-188, estréncio-
90 e 0 samario-153, entre outros (ARAUJO, 2005).

Na forma de pertecnetato de sodio, o Tecnécio apresenta estado de
oxidacao 7+, bastante estavel em solucao aquosa. Nesse estado de oxidacao o
radionuclideo nao pode se complexar as moléculas de interesse. Entao, se faz
necessaria a reducdo deste elemento para estados de oxidagdo mais baixos,
principalmente 3+, 4+ ou 5+. O cloreto estanoso (SnCl2) é o agente redutor
mais usado nos cold kits, os ions de estanho (Sn*?) promovem a reducédo do
Tc*’ para estados de oxidagdo mais favoraveis que podera se ligar a uma ou
mais moléculas do ligante, formando assim, complexos. (MURPHY E FERRO
FLORES, 2003).
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3.2. Legislacao

A importancia do registro de medicamentos pode ser atribuida a
necessidade da avaliacdo das propriedades do medicamento em relacdo aos
seus efeitos adversos e ao interesse da vigilancia sanitaria do pais dispor de
informagOes detalhadas sobre os produtos comercializados (SAID, 2004).
Ainda que, no Brasil, a regulamentacdo dos radiofarmacos seja recente (RDC
n° 63 e 64 de 2009), sua producdo nacional é da década de 60, quando o
Instituto de Energia Atomica (atual Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares - IPEN) iniciou a producdo experimental de 131-lodo (ARAUJO et al,
2008).

Por muito tempo na Europa os radiofdrmacos ndo eram regidos por
normas. Porém, em 1989 uma diretiva estendeu as regras dos demais
medicamentos aos radiofarmacos, resultando na obrigatoriedade de registrar,
num prazo curto (dois anos), os radiofarmacos ja comercializados ha mais de
vinte anos (TCEC, 1989). A influéncia dos Estados Unidos (EUA), Uniéao
Europeia (UE) e Japdo foram de grande importancia nos processos
regulatorios internacionais, no sentido de uniformizacdo das normativas no

mercado mundial de medicamentos (SOUZA, 2007).

Em meio a esse contexto, a industria fabricante de radiofarmacos néo
possuia conhecimento nem experiéncia com os dossiés de registro. Também,
seriam necessarios anos para a execucao de todos os protocolos, inclusive os
de ensaios pré-clinicos e clinicos. A fim de solucionar essas questdes foi
solicitado pelos o6rgados reguladores um procedimento simplificado, com a
elaboracdo e apresentacdo de um arquivo abrangendo dados farmacolégicos,
toxicoldégicos e clinicos baseados em dados disponiveis ou publicados na
literatura e dados relacionados a producdo, embalagem e rotulagem. As
particularidades dos radiofarmacos como o namero limitado de itens por lote e
a necessidade de vérias producdes por semana tornaram o alinhamento com
os demais medicamentos mais dificeis (SALVADORI, 2008).

Atualmente, os radiofarmacos sao considerados um grupo especial de

medicamentos na Europa, e seu preparo e utilizacdo sdo regulados pelas
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diretivas da UE. (VERBRUGGEN et al, 2008). Ja nos EUA, os compostos
radioativos sé@o regulados pelo Food and Drug Administration (FDA). Em 2008,
o FDA adicionou um item especifico na sua regulagdo que trata dos

radiofarmacos destinados ao diagnéstico.

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2008) publicou o texto final
sobre radiofarmacos na Farmacopeia Internacional 42 edicdo. De acordo com
esse documento, as instalacdes e procedimentos destinados a producédo, a
utiizacdo e ao armazenamento de radiofarmacos estdo sujeitos ao
licenciamento pelas autoridades regionais e/ou nhacionais competentes. O
licenciamento requer o cumprimento das normas aplicaveis as preparacdes
farmacéuticas e daquelas aplicaveis aos materiais radioativos, o que implica a
observancia das BPF e de procedimentos de seguranca para 0 manuseio e a
producdo de radioisotopos, conforme disposicées da Agéncia Internacional de
Energia Atbmica.

Historicamente, as Farmacopeias tratam da definicdo dos padrdes de
qualidade de produtos farmacéuticos e, atualmente, incluem varias
preparacdes radiofarmacéuticas, com destague para a Farmacopeia Americana
(The United States Pharmacopeia - USP) e a Europeia (The European
Pharmacopoeia) (FERREIRA, et al, 2010). No final do ano de 2017 foi langado
o primeiro suplemento sobre radiofarmacos na Farmacopeia Brasileira,
contendo apenas dois radiofarmacos, 99m-Tc-DTPA e 99m-Tc-MDP, essas

monografias foram baseadas na USP.

No Brasil, o érgdo de vigilancia sanitaria responsavel pela aprovagao
dos registros e por estabelecer os requisitos necessarios a solicitacdo é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 1999). Segundo
Nishioka, o registro de medicamentos no Brasil estd bem regulamentado,
podendo necessitar de pequenos ajustes, mas sendo comparavel em contetudo
a regulamentacdo de outras agéncias reguladoras mais avangadas, como
exemplo a Americana e a Europeia, € evidente a similaridade entre as
normativas (NISHIOKA, 2006). Em 2009 foi publicada pela primeira vez a
regulamentacdo do registro de radiofarmacos, embora tenha sido objeto de
discusséo desde 2007, com Consultas publicas (BRASIL, 2007).
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Por anos a producdo e comercializacdo de radioisGtopos e
radiofarmacos foi monopdlio da Unido, pois na Constituicdo Federal previa que
“‘explorar os servigcos e instalacbes nucleares de qualquer natureza e exercer
monopolio estatal sobre a pesquisa, a lavra, 0 enriguecimento e
reprocessamento, a industrializacdo e o comércio de minérios nucleares e seus
derivados” era competéncia do Estado. Ja em 2006, a publicacdo da emenda
constitucional n° 49 alterou o artigo e excluiu o0 monopodlio da producado, da
comercializacdo e da utilizacdo de radioisétopos de meia-vida curta (igual ou
inferior a 2 horas), para usos médicos, agricolas e industriais. A aprovacao
dessa emenda resultou no aumento de investimentos da iniciativa privada e a
criacdo de novas unidades produtoras de radiofarmacos no pais (BRASIL,
2006).

Os radiofarmacos foram classificados pela Anvisa como medicamentos
radiofarmacos novos ou inovadores e medicamentos radiofarmacos de uso
consagrado. O medicamento radiofarmaco novo ou inovador corresponde ao
radiofarmaco comercializado no mercado nacional composto por, pelo menos
um farmaco ativo, mas deve ser o primeiro a descrever um mecanismo de a¢ao

ou o primeiro a ter comprovado eficécia, seguranca e qualidade junto a Anvisa.

E o medicamento radiofarmaco de uso consagrado foi definido como um
radiofarmaco novo ou inovador que esta sendo comercializado ha mais tempo
no pais, possui estudos publicados que comprovam sua eficacia e seguranca e
esté listado no Anexo | da RDC n° 64/2009 (BRASIL, 2009).

3.3. MIBI

A cintilografia de perfusdo miocardica € um meétodo eficiente e capaz de
identificar alteragdes no fluxo sanguineo bem como na funcdo do ventriculo
esquerdo, o que € importante para diagnosticar doenca arterial coronariana
(DAC) e ajuda no processo de decisdo clinica. Anormalidades presentes na
cintilografia estdo associadas a morte cardiaca e a infarto agudo do miocardio
(IAM). O objetivo do exame ¢ identificar &reas isquémicas no miocardio através

de alteragcbes no fluxo sanguineo, onde uma baixa captacdo do radiofarmaco
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em alguma area do miocardio em relacdo as demais éareas indica uma

possibilidade de isquemia nessa regido (CARRINHO, et al, 2004).

Os exames de medicina nuclear para o miocardio séo feitos com o 99m--
Tc e o farmaco Sestamibi, ou MIBI. E um agente de perfusdo miocérdica que
visa avaliar doencgas das artérias coronarias, diferenciando anormalidades no
miocardio, areas comprometidas em pacientes com suspeita de infarto e
doencas coronarianas isquémicas. Onde a avaliacdo da doenca cardiaca
isquémica € feita em repouso e em estresse fisico ou farmacolégico (RPH-
MIBI, 2017).

O frasco do MIBI é composto por; 1,0 mg de tetrafluororborato de
tetramibi de cobre, citrato de sodio, cloreto estanoso, cloridrato de cisteina
monoidratada e manitol. O medicamento € disponibilizado em p¢ liofilizado, e
apos misturado com pertecnetato de sddio torna-se uma solucéo limpida e sem
particulas suspensas (Figura 1). Apés adicdo do radionuclideo Tc, esse
medicamento torna-se radioativo, portanto deve ser mantido com alguns
cuidados especiais como ser conservado em local onde seja mantida uma
temperatura entre 15 e 30 °C, ser mantido em sua embalagem original, na hora
da administracao fazer uso de blindagem, luvas e 6culos adequados, seu prazo
de consumo apds a combinado deve ser de no maximo 12 horas. (RPH-MIBI,
2017).

MeO

Figura 1. Estrutura do radiofarmaco Sestamibi-Tc-99m

Desenvolvido em 1982, o Sestamibi tornou- se o farmaco marcado com
99m-Tc mais usado em perfusdo miocardica. Apds administrado ao paciente
ele é captado pelo midcito, espalhando de acordo com o potencial elétrico

transmembrana, sendo depositados nas mitocondrias. Por ser eliminado pelo
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sistema hepatobiliar, € possivel, ap6s a administracdo verificar uma
concentracéo hepatica alta (RADIOTRACADORES, 2006).

A cintilografia do miocardio é um exame que busca avaliar o fluxo
sanguineo através das corondrias, tendo como intuito identificar alguma
anormalidade apds a aplicagdo do radiofarmaco, algum evento cardiaco grave
como, por exemplo, um infarto, oferecendo um exame com resultados
melhores se comparado a outras modalidades com uso de contraste
(HOSPITAL ISRAELITA ALBERT EINSTEIN, 2017).

3.3.1.Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Em relacdo a busca de métodos de analise quantitativa para o
radiofarmaco MIBI estd resumida na Tabela 1. A maioria dos métodos
encontrados é referente ao produto marcado com a radiagdo (Tecnécio). Além
disso, as Farmacopeias Europeia, Americana e Internacional apresentam
monografia para o produto complexado com radiacdo, e apenas a Europeia

para o ativo. Entretanto, nenhuma delas para o cold kit.

Tabela 1. Métodos de andlise encontrados na literatura referentes ao
radiofarmaco 99m-Tc-Sestamibi.

Coluna/detecc¢éo Fase movel Referéncia Produto

Sintese do composto
Tetrafluorborato de cobre (I)
tetracis (2-metoxi isobutil

C18, 250x4,6 metanol :sulfato isonitrila)-
mm, 10 um/UV  de amodnia 0,025 (Cu[MIBI4BF.]: substrato Sintese do ativo
254 nm M (95:5) utilizado na produgéo do

radiofarmaco SESTAMIBI-
99m-Tc ; IPEN dissertacdo

2005
C18, 250x4,6 Metanol:§u!fato Tecnécio (99mTc) sestamibi Imp.ureza} do
mm, 5 um/UVvV de amonio injection, Farmacopeia ativo pos
2’20 am 0,05M:Acetonitrila Eur(,) cia. 9.0 marcagao - 99m-
(45:35:20 viviv) pela, =. Tc-petamibi
Metanol:Sulfato Impureza do
18,300 X 3,9 de amonio 99m-Tc-Sestamibi injection, ativo pés
mm, 10 um/UV _ - . . ~
220 nm 0,05M:Acetonitrila Farmacopeia Americana 40 marcagéao - 99m
(45:35:20 viviv) Tc-petamibi
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3.4. DTPA

O DTPA interage com o 99m-Tc reduzido para formar complexos com
carga negativa em meio neutro ou levemente acido. O estado de oxidacao do
99m-Tc no complexo ndo é conhecido, mas tem sido relatado como Ill, IV e V
ou uma combinacao destes (ARAUJO, 2005).

O radiofarmaco 99m-Tc-DTPA, ativo acido pentético (Figura 2) €
utilizado com a finalidade de diagnéstico por imagens e para a obtencéo de
dados quantitativos in vivo da filtracdo glomerular. O 99m-Tc-DTPA € o Unico
radiofarmaco usado na rotina que € totalmente filtrado pelo glomérulo, portanto,
€ 0 Unico radiofarmaco que pode ser usado para medir a taxa de filtracdo
glomerular (TAYLOR, 2014). O 99m-Tc-DTPA é um radiotracador renal versétil,
que possibilita avaliar o fluxo sanguineo renal, a funcdo do parénquima, a
permeabilidade do sistema coletor intra e extrarrenais. Com esse radiofarmaco,
pode ser avaliada a existéncia de estenose da artéria renal, a hipertensao
renovascular e algumas complicacdes dos transplantes renais, principalmente
as clinicas (BUCHPIGUEL E SAPIENZA, 2012; TAYLOR, 2014; ZOLLE, 2007).

(0]
H‘LOH
HO. N OH
Y\N/\/ \/\N/\n/
o] kfo Oﬁ) (0]
OH HO

Figura 2. Estrutura do acido pentético, ativo do radiofarmaco DTPA-Tc-99m

O DTPA-Tc-99m néo atravessa a barreira hematoencefalica intacta, por
isso é utilizado para as cintilografias cerebrais na avaliacdo de alteracdes na
permeabilidade da barreira hematoencefalica (LORBERBOYM et al, 2003;
ZOLLE, 2007); para confirmagdo diagndstica de morte cerebral, para a
deteccdo de tumores do sistema nervoso central (ZOLLE, 2007); para a
cintilografia da ventilagédo pulmonar sob a forma de aerossois (HUR et al, 2014;
TRUJILLO et al, 1997); para a deteccao de sangramento gastrointestinal e para
a avaliacdo da circulagdo liquorica através da cisternocintilografia
radioisotopica (ZOLLE, 2007).
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Apés a administracdo, o DTPA-Tc-99m atravessa as paredes dos
capilares e entra no espaco extravascular em 4 min, assim, permite acessar a
perfusdo renal em nivel capilar (ZOLLE, 2007). A fracdo de filtracdo de primeira
passagem € de 10% a 20%, nos pacientes com funcéo renal normal, sendo
menor nagueles com baixa funcdo. O pico de captacao cortical ocorre em 3 a 5
minutos apds administracdo do radiotracador. A excrecdo é dependente da
taxa de filtragdo glomerular, cujo valor normal é de 120 mL/minuto. A meia-vida
biologica do DTPA-Tc-99m é de aproximadamente 2,5 horas, com
aproximadamente 95% da dose administrada, sendo eliminada em 24 horas
nos individuos normais (EBERLEIN et al, 2011; TAYLOR, 2014; ZOLLE, 2007).

A toxicidade dos radiofarmacos em geral € muito baixa, uma vez que
radiofarmacos raramente causam efeitos farmacolégicos no corpo humano.
Seja por serem farmacologicamente inertes ou porque sdo administrados em
doses tdo baixas que ndo tem efeitos mensuraveis (LAROCHE et al, 2015;
TAYLOR, 2014). Nao foram encontrados artigos relatando estudos de
toxicidade para DTPA-Tc-99m.

O frasco do DTPA é composto por 10 mg de acido pentético, acido
ascorbico, cloreto de calcio di-hidratado e cloreto estanoso di-hidratado. O
medicamento € disponibilizado em po6 liofilizado, e apdés a adicdo do
pertecnetato de sddio, torna-se uma solucdo limpida e sem particulas
suspensas. ApoOs ser adicionado do 99mTc esse medicamento torna se
radioativo, portanto deve ser mantido com alguns cuidados especiais como ser
conservado em local onde seja mantida uma temperatura entre 15° e 30 °C, ser
mantido em sua embalagem original, na hora da administracado fazer uso de
blindagem, luvas e 6culos adequados, seu prazo de consumo ap0s a mistura
deve ser de no maximo 8 horas, ap6s aplicados descartar rejeitos em locais

adequados, seguindo normas de radioprotecdo (RPH-DTPA, 2017).

3.4.1.Cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE)

Em relacdo a busca de métodos de andlise quantitativa para o radiofarmaco
DTPA, na Tabela 2, estd um resumo dos artigos encontrados sobre a
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quantificacdo do acido pentético e/ou EDTA/NTA. Na Farmacopeia Brasileira

consta, desde o final do ano de 2017, monografia para o produto marcado com

Tecnécio, entretanto para o cold kit ndo ha informacdes, no texto ndo ha

referéncia a metodologia por CLAE. Também € possivel encontrar, na

Farmacopeia Americana, texto sobre o &acido pentético, que informa uma

técnica de titulacdo para quantificar o teor.

Tabela 2. Resumo das referéncias encontradas para o acido pentético e para o

EDTA com os parametros fase mével e coluna.

Coluna/detecc¢éo Fase movel Referéncia
Luna C18 _ )
Mistura de acetato de sédio 0,03 mol/L, brometo LAINE, P. e
250 mm x 4.6 mm; ) )
de tetra-n-butilamoénio 0,002 mol/L, metanol 5%; MATILAINEM,
5 um/ UV 260 nm
pH = 3,15 R.; 2005.
Mistura de 0,0364 g de Cetrimidaem 1 L de -
Hypersil ODS, It 6 8035 de Fosfato de potassi STLLATPAA, 1.
agua ultrapura e 6, e Fosfato de potassio
100X 4.6 mm: 9 P g P KOKKONEN, R,,

5 um/UV 260 nm

C18 Pyramid
NUCLEODUR®,
250 x 4 mm
5 um/ UV 260 nm

C18 Nucleosil®
250 mm x 4,6 mm;
5 um/ UV 257 nm

C18 Nucleosil®
250 mm x 4.6 mm;
5 um/ UV 254 nm

monobasico (50 x 10-3 mol/L). Concentracao SIHVONEN, ML.:

final do tamp&o 0,1 mol/L. pH ajustado com 4,5

1995
com 10% de acido fosférico.
Mistura de HNO3 0,6 mmol/L, N(C4H9)4HSO4
MACHEREY-
7,53 mmol/L, N(C4H9)40H 2,6 mmol/L, Fe3+ 37
NAGEL; 2005
pmol/L
CAGNASSO, C.
Mistura de Fosfato de aménio monobasico 0,01 E., LOPEZ, L. B.,
M: Acetonitrila: Hidroxido de tetrabutilamonio RODRIGUEZ, V.
40% (90:10:0.2) pH, 2.42 G., VALENCIA
M. E.; 2007
Mistura de 2,5 g acetato de sddio anidro em
aproximadamente 800 mL de agua, pH ajustado BERGERS
para 4,0 com acido acético. Adicionar 20 mL de  P.J.M., GROOT
hidréoxido de tetrabutilaménio e o volume final A.C.; 1994

ajustado para 1 litro.
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CAPITULO | - Caracterizacio do acido pentético



45






47



4. Introducéao

A pureza das substancias de referéncia é de fundamental importancia
para validacdo de métodos analiticos. Sdo reconhecidos, por 6rgdos como
FDA, duas categorias: padrdes compendiais e ndo compendiais, este Ultimo

deve ser caracterizado.

A substancia quimica de referéncia utilizada para o produto DTPA é
classificada como nédo compendial, logo foi realizada a caracterizacdo desta
substancia, através das técnicas de DSC, espectroscopia de UV, IV, ‘H-RMN,
13C-RMN e massas, conforme solicitado pela RDC 166/17.

4.1. Substancia quimica de referéncia e amostras

A substancia quimica de referéncia de DTPA (acido pentético) para

caracterizacéo foi adquirida do fornecedor Sigma-Aldrich® 299%.

4.2. Caracterizacdo da SQR do acido pentético

4.2.1.Espectroscopia na regiao do IV

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica comumente
utilizada na identificacdo de padrbes de referéncia, uma vez que fornece
informacgao especifica para alguns grupos funcionais da substéncia em analise.
Foi utilizado um espectrofotdmetro Perkin Elmer, realizando-se varredura entre
4000 e 400 cm? via reflexdo total atenuada (ATR).

O espectro do IV da SQR é apresentado na Figura 3 e a Tabela 3

apresenta a interpretacao das principais bandas observadas.
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Figura 3. Espectro na regido do IV do DTPA SQR.

Tabela 3. Interpretacdo das principais bandas do espectro de IV do acido pentético
SQR.

Ndmero de onda (cm™) Atribuicao Comentario
3006,27 OH grupamento acido carboxilico
1633,52 - 1731,43 Cc=0 grupamento acido carboxilico
1395,11 C-O grupamento acido carboxilico
1199,92 - 1239,76 C-N carbono quaternario e nitrogénio

Conforme apresentado no espectro de infravermelho (Figura 3) podemos
visualizar as principais bandas de absor¢cdo, que caracterizam alguns

grupamentos especificos da molécula em estudo (SILVA, et al, 2007).
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4.2.2.Espectroscopia de RMN

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear fornece
informacdes bastante detalhadas da estrutura das moléculas e € um método
atil para a caracterizacdo do produto desejado e de impurezas associadas
(ARGENTINE et al, 2007). Foi realizada a andlise basica estrutural da

substancia por RMN 14 e 13¢c no Instituto de Quimica, localizado no
Campus do Vale, da prépria Universidade. O equipamento utilizado foi um DPX
300 Bruker®. O solvente utilizado foi agua deuterada.

Os dados encontrados foram de acordo com o esperado para a
molécula, conforme espectro. (Figura 4 e Figura 5) E as Tabela 4 e 5 resumem
e caracterizam os dados do espectro. O sinal em 4,8, aproximadamente, na

Figura 2 representa a 4gua deuterada, solvente utilizado para solubilizar a

amostra (PAVIA, et al; 2008).
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deslocamentos quimicos observados.
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Tabela 4. Resumo dos dados do espectro RMN 'H do acido pentético

SQR em agua deuterada.

Hidrogénio | Deslocamento Multiplicidade Nimero de Interpretacéo

qguimico Hidrogénio

Presenca de hidrogénios alquilicos
3e4 2,51 multipleto 8 com ligacao secundaria a heteroatomo

conferindo um sinal multipleto.

Presenca de hidrogénios vizinhos ao
1 3,03 singleto 2 acido carboxilico, separados por dois
ambientes - cadeia lateral

Presenca de hidrogénios vizinhos ao
2 2,99 singleto 2 acido carboxilico, separados por dois

ambientes - cadeia central
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Figura 5. Espectro de RMN 3C do &cido pentético SQR em &agua

deuterada.

51



Tabela 5. Resumo dos dados do espectro RMN 3C do acido pentético

SQR em agua deuterada.

Deslocamento NUamero de
Carbono o Interpretacao
guimico Carbono
5e6 179,55 5H Referente ao acido carboxilico
1 58,75 4 H CH2-COOH lateral
2 58,72 1H CH2-COOH central
3e4 51,68 4 H CH2-N

Conforme apresentado nas Figura 4 e 5 pode-se visualizar os principais
sinais que caracterizam os grupamentos especificos da molécula em estudo
(SILVA et al., 2007).

4.2.3.Espectroscopia na regidao do UV

A espectrofotometria na regido do UV-Visivel € um método simples
muito utilizado no controle de qualidade de produtos farmacéuticos, pelo
potencial da grande maioria dos farmacos de absorver energia nessas
regides. Para esta caracterizagdo, foram escolhidos o melhor solvente e o
comprimento de onda para analise através da realizacdo de uma varredura na
faixa de 200 a 400 nm utilizando cubetas de quartzo de 10 mm de caminho
optico. O equipamento a ser utilizado é o espectrofotdmetro Shimadzu, modelo
1800.

No comprimento de onda de 210 nm, podemos verificar o pico de

absorcédo para a molécula (Figura 6).

2424 T T T

b=,

Cd 1,000 - ]

0z0k I I T
200,00 250,00 300,00 350,00 400,00
nm.

Figura 6. Espectro de UV, na concentracdo de 0,5 mg/mL da molécula acido

pentético SQR em agua.
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Conforme Laine & Matilainen, métodos sem a complexacao de metais, como
Ferro 11l ou Cobre I, ndo sdo usuais. Porém, a adicdo de metais na amostra
torna 0 método mais complexo e torna-se necessario um preparo da amostra
antes da analise (LAINE & MATILAINEN, 2005).

O método proposto, apenas com a solubilizacdo em agua tem o pico mais
intenso préximo a 210 nm, ou seja, um comprimento de onda menos

especifico e com maior probabilidade de encontrar contaminantes.

4.2.4.Espectroscopia de massas

A espectroscopia de massas foi realizada utilizando-se equipamento Q-
TOF Micro-Micromass acoplada a cromatografo liquido de ultraeficiéncia
Waters (Acquity® UPLC).

A amostra foi analisada na concentracado de 1nmol/uL, em uma solucao

de Acido Formico 0,05%, através de infusdo direta, com fluxo de 10 pL/min.

A Figura 7 apresenta o espectro MS/MS do acido pentético SQR e a
Figura 8 a estrutura molecular. A interpretacdo do espectro se encontra na
Tabela 6.
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Figura 7. Espectro de massas do acido pentético SQR.
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Figura 8. Estrutura molecular do acido pentético SQR.

Tabela 6. Interpretacao do espectro de massas do acido pentético SQR.

. Erro de
Inte?égj)ade Négsas)a massa Férmula [rf dl?cEal] (féDr;Iﬁa) Estrutura
(mDa)
160,0606 160,061 -0,4 CsH10NO4 2,5 CsH14N206
S:0.5 B:1 H:0 [V
.:.\>_\N_/):I:I
¢
1.5 B2 Hi+3
132,0656 132,0661 -0,5 CsH10NO3 15 CoH14N207 ~ ~
b
¢
S3.0B2 H+2 [
261,1085 261,1087 -0,2 C10H17N206 3,5 C4sH7NO4 :e
5:0.5 B:1 H:0 [V
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86,0600 86,0606 -0,6 C4HsNO 15 C10H16N209

£,
N

s15B3H+2 [

N+

§

S15B3H+2 [

k
4”_N

S25B3H+2

A andlise do espectro de massas foi realizada em conjunto com o
técnico da Waters (fabricante do equipamento) no dia da andlise (PAVIA, et al;
2008). Apesar da literatura ser escassa, €é possivel encontrar dados do produto
complexado com metais, principalmente Fe lll, porém, de forma livre néo foi

encontrado bibliografia.

4.2.5.Calorimetria Exploratéria Diferencial

O método de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) € uma técnica
gue avalia o comportamento térmico da substancia quando esta é submetida a
um programa de temperatura controlada, ou seja, possibilita medir o fluxo de
calor diferencial entre a amostra e um material de referéncia termicamente
inerte em funcdo da temperatura ou tempo de aquecimento (FB, 2010). Este
método térmico nos fornece informacdes Uteis para a avaliacdo de farmacos
como o ponto de fusdo, eventuais transformacdes polimorficas, formacéo de

cristais, temperatura de degradacdo da substancia ativa, dentre outros.
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(MCGREGOR, 2004) A andlise da SQR por este método foi realizada
utilizando-se equipamento Shimadzu DSC 60 da prépria Faculdade de

Farmacia desta Universidade.

A Figura 9 apresenta a curva de aquecimento obtida. A amostra foi
analisada em estado sélido, em porta amostra de aluminio. A taxa de
aguecimento do equipamento foi de 10°C/min em atmosfera de nidrogénio. O

pico encontrado foi na temperatura de 227,59°C.

PENTETIC ACID

Peak 2758 C

Onset 3 5
Endset 23080C
Heat 50230 mJ

341.70 Jig

227854C

50,00 100,00 150.00 200.00 250.00
Temp [C)

Figura 9. Curva de aquecimento obtida por DSC.

O resultado da analise de DSC da SQR de DTPA esta apresentado na
Figura 9. Pode-se observar que o ponto de fusdo experimental foi de,
aproximadamente, 227°C e o processo foi endotérmico. O referencial tedrico
apresenta faixa de fusdo de 219 — 220°C, observando assim que o ponto de

fusdo da amostra esta proximo ao especificado pelo certificado do fabricante.

A amostra ndo apresentou sinais de impureza ou degradacdo, pois ndo é

possivel visualizar a presenca de outros picos.
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4.3. Conclusao

Com base nas analises realizadas com o &cido pentético SQR pode-se
confirmar a identidade e pureza descritas no laudo do fornecedor e creditaram,
esta, para utilizacdo como padrdo nos estudos de validacdo de métodos
analiticos.
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CAPITULO Il — Desenvolvimento e validagio de método
analitico para o produto acabado MIBI
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5. Introducéo

A validacdo de métodos analiticos é o processo que confirma o emprego
de um procedimento analitico para um teste especifico, visando comprovar que

0 método apropriado para a finalidade pretendida.

A escolha da técnica analitica a ser usada deve levar em consideracéo
alguns aspectos como: que tipo de amostra serd analisada; quais 0s
interferentes sdo esperados; qual a faixa de concentracdo do insumo a ser

analisado; sensibilidade do método; tempo de analise; entre outros.

Ja estd bem documentado o processo de validacédo. No Brasil, em 24 de
julho de 2017, foi lancada uma nova RDC numero 166 que substitui a antiga
RE 899/2003, em ambas as resolugcbes os parametros que devem ser
avaliados para doseamento do teor estdo descritos, conforme Tabela 7. Neste
mesmo ano também foi lancado o Guia para tratamento estatistico da
validacdo analitica. Estes documentos seguem de embasamento para a

elaboracdo de um plano de validacdo e sua documentagéo (BRASIL, 2017).

Tabela 7. Segundo a RDC 166/2017, métodos validados devem atender aos

seguintes parametros.

Teste de Doseamento
Impurezas -dissolugdo (quantificagio)
Parimetro Avaliado Identificacio _
-uniformidade de contetdo
Quantitativo Ensaio Limite

-poténcia
Exatidio nio sim nio Sim
Precisio Repetibilidade nio sim nio Sim
Precisio Intermediaria nio sim (1 nio sim ()
Seletividade ¥ sim sim sim sim
Limite de Detecgio nio nio sim niio
Limite de quantificacio nio sim nio ndo ¥
Linearidade nio sim nio sim
Intervalo nio sim nio sim
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5.1. Parte experimental

5.1.1.Equipamentos e reagentes

O método proposto foi desenvolvido e validado em cromatégrafo liquido
Thermo/Dionex® - modelo UltiMate 3000. O software utlizado foi o
Chromeleon CDS.O equipamento conta com um sistema composto por uma
bomba, detector UV com quatro canais, forno para coluna, auto-injetor e

amostrador automatico.

Os outros equipamentos rotineiramente utilizados foram: balanca

analitica (Shimadzu, AY220) e agitador magnético (IKA).

Como solventes foram utilizados acetonitrila e metanol grau HPLC
(Sigma®), agua ultrapura produzida pelo sistema de agua Milli-Q e tampéo

sulfato de amodnio (Merck).

Os cold kits foram adquiridos do Grupo RPH®, cada frasco contém 1,0
mg de ativo (Sestamibi) em forma de po liofilizado e cada kit € composto por 5
frascos; foram utilizados 10 kits. O padrdao de referéncia foi adquirido da
Farmacopeia Europeia (EDQM - cdodigo Y0001748 - Copper tetramibi

tetrafluoroborate).

5.1.2.Condi¢bes cromatograficas

Cada frasco € composto por 4 excipientes e um ativo, conforme Tabela 8.
Para o preparo das soluc¢des foi adicionado 5,0 mL de agua ultrapura no frasco
original do produto acabado. As solugcdes analisadas por CLAE foram
previamente filtradas com filtro de membrana com poro nominal de 0,45 pm. As

condi¢des cromatograficas estdo descritas na Tabela 9.
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Tabela 8. Composicéo por frasco de produto acabado MIBI.

Composicéao Quantidade/frasco
Tetrafluorborato tetramibi cuproso 1,0 mg
Citrato de sodio 5,0mg
Cloreto estanoso di-hidratado 0,13 mg
Cloridrato de cisteina monoidratado 1,11 mg
Manitol 20,0 mg

Tabela 9. Condi¢Bes cromatograficas utilizadas na validacdo de método por
CLAE para o produto MIBI.

Parametro Descricao
] metanol:tampé&o sulfato de amoénio 0,025M:acetonitrila
Fase movel
20:20:60.
Fluxo 1,5 mL/min
Coluna C18 Nucleodur (MACHEREY-NAGEL)
Deteccéo UV 210 nm
Temperatura
20°C
forno
Temperatura
6 °C
amostrador
Volume injetado 10 pL

5.1.3.Preparo das solugdes

e Preparo da solugdo estoque padréo

A solucéo estoque foi preparada com pesagem de 10 mg da SQR em frasco

de vidro e transferido para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado
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com agua ultrapura. A solucdo resultante, com concentracdo de 1 mg/mL, foi

fracionada em eppendorfs® e armazenada entre freezer.

e Preparo da amostra
Produto acabado (cold kit)

Em um frasco de produto acabado se adicionou 5,0 mL de agua MilliQ,
utilizando pipeta volumétrica. Obteve-se uma concentracdo de 200 pg/mL
(concentracao de trabalho representa 100%). Aliquotou-se aproximadamente
1,0 mL desta solucéo, filtrou-se para um vial com um filtro de 0,45 uM e entdo
foi colocado no equipamento para que ocorresse 0 processo de injecdo

automatica de 10 pL de amostra. As injecdes foram realizadas em triplicata.

5.1.4.Validacdo do método analitico

De acordo com a RDC 166/2017, foram analisados os parametros de:

e Seletividade:

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacdo e componentes da matriz.

Critério de aceitacdo: o método nao pode ter interferéncias significativas nas
analises de quantificacdo do ativo. Permite-se interferéncia de no maximo
2,0%. No caso de interferéncias com mais de 2,0%, estuda-se a aplicacdo de
comprimentos de ondas alternativos, fator de correcao, espectrofotometria com
segunda derivada ou um método analitico alternativo e com maior poder

discriminatorio.

A pureza do pico foi avaliada através da comparacdo do espectro
registrado no apice do pico com 0s espectros registrados dentro do pico
cromatografico. Utilizando o software Chromeleon, se estabeleceu o0s

parametros de aquisicao e integracdo do pico. Foi realizada correcéao da linha
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de base utilizando faixa do cromatograma préxima ao pico de interesse onde

nao havia picos.

e Preparo dos excipientes e do placebo

- Citrato de sdédio: pesou-se 29 mg e solubilizou-se em 5,0 mL de agua

ultrapura em um baldo volumétrico.

Foram reservados 0,4 mL para preparo do placebo. Se retirou uma aliquota
de 1,72 mL da solugéo a 5,8 mg/mL e se completou com 8,27 mL de agua em
baal@o volumétrico de 10 mL, obtendo-se uma concentracgao final de 1 mg/mL.

- Cloreto estanoso: foi pesado 3,5 mg e solubilizado em 5,0 mL de agua
ultrapura. Foram reservados 0,4 mL para preparo do placebo. Se retirou uma
aliqguota de 1,86 mL da solucdo a 0,7 mg/mL e se completou com 8,14 mL,
obtendo uma concentracao de 0,13 mg/mL.

- Manitol: foi pesado 101 mg e solubilizado em 5,0 mL de &gua ultrapura.

Foram reservados 0,4 mL para preparo do placebo.

Se retirou uma aliquota de 1,98 mL da solucédo a 20,2 mg/mL e se completou
com 8,02 mL, obtendo uma concentragéo de 4 mg/mL.

- L-cisteina (amostra pura): foi pesado 1,15 mg e solubilizado em 5,0 mL de

agua ultrapura. Concentracao final: 0,23 mg/mL.
- L-cisteina (placebo): foi pesado 7,27 mg e solubilizado em 5,0 mL.

ApOs o preparo de cada solucdo, com auxilio de uma seringa e um filtro de, no
minimo, 0,45 pum, filtrou-se 1,5 mL de cada solucéo para diferentes vials (cada

solugdo em um vial).

Para o preparo do placebo juntou-se os 0,4 mL de citrato de sédio, de
cloreto estanoso e de manitol e 0,55 de L-cisteina. Resultando em 1,75 mL
entdo completou-se para 2,0 mL. A solucéo final foi filtrada (filtro 0,45 pum) para

um vial.

e Linearidade:
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E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo de ativo na

amostra, dentro de um intervalo especificado.

Procedimento: a linearidade é determinada pela realizacdo de trés curvas
com intervalo de 80% a 120% e concentragdo estabelecida em pg/mL, através
da analise de no minimo 05 pontos em concentracdes diferentes (realizar as

corridas em triplicata).

Critério de aceitacdo: a analise de regressao linear deve fornecer um
coeficiente de correlacdo linear (R) maior que 0,99. Devem-se apresentar as

curvar obtidas (experimental e a resultante do tratamento matemético).

e Preparo da curva padrao

Cada concentracdo foi preparada com trés réplicas no dia da andlise em

baldes de 5 mL.

Para o ponto 1 (80%): retirou-se 0,8 mL da solucdo méde (1 mg/mL) e

completou-se com 4,2 mL de agua ultrapura.

Para o ponto 2 (90%) retirou-se 0,9 mL da solucdo mée (1 mg/mL) e
completou-se com 4,1 mL de agua ultrapura.
Para o ponto 3 (100%) retirou-se 1,0 mL da solucdo mae (1 mg/mL) e
completou-se com 4,0 mL de agua ultrapura.
Para o ponto 4 (110%) retirarou-se 1,1 mL da solugdo mé&e (1 mg/mL) e
completou-se com 3,9 mL de 4gua ultrapura.
Para o ponto 5 (120%) retirou-se 1,2 mL da solugdo mae (1 mg/mL) e

completou-se com 3,8 mL de agua ultrapura.

e |Intervalo:

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior
e inferior de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de

linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método. Para a
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determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas
farmacéuticas, o intervalo varia de 80% a 120% da concentracao teérica do

teste.

Logo, para o tetrafluorborato tetramibi cuproso (sestamibi) os valores variam

de 160 pg/mL a 240 pug/mL, sendo a concentracéo teérica de 200 pg/mL.

Critério de aceitacdo: o método deve quantificar corretamente e de forma

linear dentro do intervalo estabelecido.

e Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem mdultipla de uma mesma amostra. Para
avaliar a precisdo realizam-se dois testes, um deles é a repetibilidade e o outro

a precisao interdias ou intermediaria.

Cada preparacéo foi feita isoladamente, as concentracdes utilizadas foram
de 0,160 mg/mL, 0,200 mg/mL e 0,240 mg/mL. Foram separados 3 frascos de
produto acabado e diluidos com 6,25 mL, 5,0 mL e 4,17 mL de fase mével;

para isso foram utilizadas pipetas volumétricas de 10 e 5 mL.

Critério de aceitacao: o valor maximo aceitavel para o DPR é de 5%.

e Exatidao:

A exatiddao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos

pelo método em estudo em relagcéo ao valor verdadeiro.

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo e da seletividade do mesmo, sendo verificada a partir
de, no minimo, 9 (nove) determinacbes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés)

réplicas cada.
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Cada preparacéo foi feita isoladamente, as concentragdes utilizadas foram
de 0,160 mg/mL, 0,200 mg/mL e 0,240 mg/mL. Foram separados 3 frascos de
produto acabado e diluidos com 6,25 mL, 5,0 mL e 4,17 mL em agua; para isso

foram utilizadas pipetas volumétricas de 10 e 5 mL.

e Robustez:

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variacées dos parametros analiticos, o que

indica a sua confian¢a durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo
da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variacbes nas
condi¢des analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento. Para este método foram escolhidos os parametros

de fluxo e temperatura do forno da coluna.

Cada preparacao foi feita isoladamente, a concentracdo utilizada foi de
0,200 mg/mL. Foram separados 3 frascos de produto acabado e diluidos com
5,0 mL de &gua; para isso foram utilizadas pipetas volumétricas de 5 mL.

5.2. Resultados e discussdes

5.2.1.Desenvolvimento do método por CLAE

A Farmacopeia Europeia possui um capitulo referente ao ativo do cold
kit. O méetodo descrito no texto € para o ensaio de substéncias relacionadas,
este método utiliza como fase mével uma mistura de ACN:Tampao fosfato de
potassio dihidrogenado (40:60), fluxo de 1,0 mL/min e coluna C18. J& para o
produto marcado, as Farmacopeias Americana e Europeia trazem, como fase
movel uma mistura de ACN:Metanol:tampéo sulfato de amdnio. Com isso em
mente, o desenvolvimento partiu dessa mistura de fase movel com diferentes

proporcdes em coluna C18.
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O método € passivel de otimizagcdo, mas apresenta resultados

satisfatorios para a necessidade da industria.

5.2.2.Estudo de estabilidade da solucé&o estoque

A estabilidade do medicamento apds preparacdo deve ser avaliada.
Neste estudo, as amostras SQR foram avaliadas a fim de determinar a
estabilidade da solugcdo estoque da SQR nas condicbes ambientais do

laboratorio.

A solucdo estoque foi preparada em agua ultrapura e mantida em
freezer, apresentando estabilidade de pouco menos que 60 dias. Esta
preparacdo apresentou diminuicdo do teor apoés transcorridos os 60 dias,
ficando em torno de 88%. O diluente (agua) ndo apresenta picos adicionais,

também nao é perceptivel a presenca de novos picos apés os 60 dias.

5.2.3.Conformidade do sistema

Estd amplamente descrito na literatura os parametros recomendados
para avaliar a conformidade do sistema. Na Tabela 10 estdo descritos 0s
critérios de acordo com Shabir, 2003 e o resultados encontrados
experimentalmente. Esses resultados foram informados pelo software do
equipamento. Em relacdo aos pratos, o valor encontrado foi abaixo do
recomendado devido ao tempo de uso da coluna, em torno de 2 anos com uso

em desenvolvimento de outras metodologias.

Tabela 10. Parametros de conformidade recomendados e obtidos
experimentalmente (SHABIR, 2003).

Parametro Recomendacéo Valor experimental
Fator de retencdo O pico deve estar bem separado dos outros
, : : ~ . > 2
(K" picos e do pico ndo-retido. K> 2

73



Repetibilidade Andlise das &reas dos picos. DPR < 1%

o 1%
das injecdes paran>5
Resolucio (Rs) _Rs>2 entre o pico Qe mtetress,e eo 22
interferente potencial mais proximo
Assimetria (TF) TF < 2. Picos muito _a_sswnNetrlcos afetam a 06
guantificacédo
Em geral, deve ser maior que 2000 para _
Pratos CLAE 1600

5.2.4.Seletividade

O cromatograma da solucdo placebo (todos os excipientes juntos e
isolados), da solucao diluente, da fase mével e do padréo estdo apresentados
nas Figuras 10, 11, 12 e 13 respectivamente. Através da comparacdo dos
cromatogramas verifica-se que componentes do placebo possuem tempo de
retencdo baixo (<2 min). Além disso, pode-se notar a sobreposicao de picos do
diluente e do placebo. O tempo de retencdo do Sestamibi foi de 2,5 min,

ficando claro que os excipientes ndo interferem no pico do radiofarmaco.
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Figura 12. Cromatograma da fase mdvel: metanol : tampao sulfato de
amonio 0,025M : acetonitrila 20:20:60.
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Figura 13. Cromatograma do Sestamibi SQR a 0,2 mg/mL em fase
moével (metanol:tampdo sulfato de aménio 0,025M:acetonitrila 20:20:60) com
fluxo de 1,5 mL/min

Desta forma, depois de realizadas as andlises no diluente, na fase
movel, nas solucdes de citrato de sodio, de cloreto estanoso, de L-cisteina, de
manitol e do placebo ndo foram detectados picos interferentes. O sestamibi
teve um tempo de retencdo de aproximadamente 2,50 minutos. A seletividade
do método proposto é assegurada, pois o placebo nédo influenciou a analise do

farmaco.

5.2.5.Linearidade

As Tabelas 11 e 12 apresentam os resultados obtidos no estudo da

linearidade com soluc¢des da curva padrao.
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Tabela 11. Valores experimentais da concentracéo para as trés curvas padréao

de MIBI obtidas por CLAE.

Concentra
Pontos | Concentracdo |Concentragdo|Concentragéo| _
o céo curva
da curva |teorica (ug/mL) curva 1* curva 2* -

1 160 160,30 165,08 166,35

2 180 180,94 185,32 187,44

3 200 198,58 205,90 208,94

4 220 218,82 223,71 225,10

5 240 241,36 250,45 247,06

*Cada valor € a média de trés injecdes.

Tabela 12. Valores experimentais das areas para as trés curvas padrao de
MIBI obtidas por CLAE.

Pontos 3 , i

q Concentracao Area curva | Area curva | Area curva

a
tedrica (pg/mL) 1* 2* 3*

curva

1 160 37,81 38,99 39,30

2 180 4290 43,98 44 50

3 200 47,24 49,05 49,80

4 220 52,23 53,44 53,78

5 240 57,79 59,03 59,19

*Cada valor € a média de trés injecdes.
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A Figura 14 apresenta a sobreposicdo das 3 curvas padrao obtidas pelo

método.

Concentracao x Area
70,00

60,00

50,00

Area

40,00
30,00
150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Concentracdo (ug/mL)

—@—Curva 1 Curva 2 Curva 3

Figura 14. Grafico demostrando a interpolacao das curvas obtidas por CLAE,

concentragéo x area.

A equacdo da reta é estabelecida por:
Equacédo da reta: Y=AX+B

Onde: Y = resultado da amostra; A = coeficiente angular; X = concentracéo
tedrica; B = interseccdo da reta. A Tabela 13 apresenta as equacdes das retas
e valor de r. O valor de r > 0,99 demonstra a forte relagdo verificada entre a

concentracdo e a resposta do equipamento (area do pico).

Tabela 13. Equacdes das retas das trés curvas de padréo.

Curva 1: Curva 2: Curva 3:
y = 0,2464x+1,6878 y=0,2577x+2,4389 y=0,2453x+0,2557
R2=0,9984 R2=0,9959 Rz =0,998
r =0,9992 r =0,9990 r =0,9989
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A validade do modelo de regressao linear e a significancia estatistica da
reta ajustada foram testadas por da Analise de Variancia (ANOVA), conforme
descrito por PIMENTEL & NETO (1996). A partir dos dados da ANOVA (Tabela
14) pode-se afirmar que a regresséo linear foi significativa, com F = 851, e que
nao ocorreu desvio da linearidade, visto que o F calculado (2,04) para esta

fonte de variacao foi menor que o F tabelado (3,71).

Tabela 14. Teste de andlise da variancia para o ajuste do modelo linear.
ANOVA das areas absolutas determinadas para obtencao da curva padréo de
MIBI por CLAE.

Fontes de variacdo GL SQ Variancia F(calc)
Entre concentracgbes 4 729,54142 182,38536 214,16
Regressao Linear 1 724,32996 724,32996 851
Desvio da Linearidade 3 5,21146 1,73715 2,0398
Dentro (residuo) 10 8,51640 0,85164

Total 14 738,05782

Os resultados descritos para linearidade foram adequados, podendo-se
afirmar que o método proposto possui linearidade no intervalo de concentracéo
(160 — 240 pg/mL).

5.2.6.Precisao

A Tabela 15 apresenta os resultados da precisdo e apresentam a baixa
variabilidade obtida entre os resultados de um mesmo dia. Os valores de DPR
para todos os dias foram menores que 2,0% indicando que o método possui

repetibilidade.
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Tabela 15. Resultados da precisédo por CLAE para analise de MIBI em produto

acabado.
Dia 1l Dia 2**
100,74 101,10
100,02 101,11
99,91 101,21
Porcentagem 97,50 98,97
encontrada (%) 97,75 98,90
97,84 98,58
99,55 100,70
99,65 100,76
99,48 100,42
Média 99,16 100,19
DPR 1,16% 1,07%
Média geral 99,68%
DPR 1,21%

**Andlise realizada por outro analista, no mesmo equipamento.

5.2.7.Exatidao

A exatiddao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. E expressa pela
relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentracéo tedrica correspondente.

Os resultados da exatiddo estdo apresentados na Tabela 16. A
porcentagem média encontrada no estudo de exatiddo foi de 99,7% e o
intervalo de confianca de 95% calculado foi de 99,9 — 101,1%. Estes resultados
demonstram que o método possui exatidao no intervalo da linearidade, além de
precisdo. Isto indica que o0s excipientes presentes nao influenciam a

quantificacdo do farmaco.
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Tabela 16. Resultados do estudo de exatiddo por CLAE para o produto

MIBI.
Concentracéo Porcentagem encontrada Média
(Hg/mL) (%) (%) DPR (%)
160 100,23
101,14 100,68 0,65
200 97,69
98,82 98,25 0,79
240 99,56
100,63 100,09 0,76
Média
99,68 1,27

5.2.8.Robustez

A robustez pode ser definida como a habilidade do método em reproduzir,

sem diferencas nao previstas, os resultados obtidos em diferentes laboratdrios

Ou circunstancias.

O teste de robustez foi realizado apds verificacdo da seletividade. Foi

utilizada solugdo de sestamibi SQR (200 pg/mL) e a Tabela 17 resume os

resultados obtidos.

Os parametros avaliados foram alteracéo no fluxo de 1,5 para = 0,1 mL/min

e alteracdo da temperatura de forno de 20 °C para = 5°C. Além disso, foi

avaliado o teor do produto e comparado com as condi¢cdes normais.

Tabela 17. Resultados do teste de robustez para método proposto por CLAE

para o produto acabado MIBI. Os resultados sdo a média de 4 resultados.

Alteracoes Parametros Fator o~le Resolugdo Assimetria Pratos
retengdo
14 2,306 2,14 0,85 1419
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Vazao de fase movel 1,6 2,413 2,20 0,61 1410

Temperatura forno 15°C 2,65 2,48 0,61 1210
25°C 2,50 2,45 0,62 1630

O fator de retencéo obviamente variou com a troca de vazdo, mas também
com a temperatura do forno onde fica a coluna, essa resposta tem ligagao com
a eficiéncia da coluna em diferentes temperaturas. O tempo do pico variou de
2,30 a 2,65. Em relacéo a resolucdo observa-se variagcdo na resolucéao, porém
nenhum parametro mostrou-se capaz de afetar a quantificacdo do sestamibi no
produto acabado. A assimetria manteve-se com valores baixos, abaixo do
méaximo recomendado. E, por fim, o niumero de pratos que, apesar de
apresentar valores abaixo do recomendado por Shabir (2003), para o teste de
robustez ndo houve alteracdo significativa para os parametros testados, com
excecdo a diminuicdo da temperatura do forno, o que, novamente, demostra

uma eficiéncia da coluna em temperaturas mais altas.

A analise dos resultados confirma a robustez do método proposto em

relacdo aos parametros analisados.

5.3. Conclusodes

A andlise do Sestamibi por CLAE demonstrou o potencial desta técnica em
identificar e quantificar o ativo no produto acabado. A aquisi¢do e tratamento
dos dados com auxilio do programa Chromeleon permitiu, com facilidade, a
obtencéo e determinacdo de parametros cromatograficos relevantes como fator

de retencéo, resolucao entre picos, assimetria.

Em relacdo a seletividade, visto que, ndo houve picos interferentes, o
meétodo foi considerado especifico. O método mostrou-se também, linear dentro
da faixa de concentracdo estudada (intervalo 160 pg/mL a 240 pug/mL). A partir
dos resultados encontrados, conclui-se que o método se mostrou preciso intra

e interdias com DPR menor que 2% e exato.
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No que se refere a robustez, o método mostrou-se robusto frente as
alteracOes testadas, ndo apresentando alteracdes significativas com pequenas

modificacdes nos parametros de analise.

Em relacéo a solucdo padrao restante, foram feitas analises quinzenais por
aproximadamente dois meses, onde se percebeu que ao final desse tempo o
teor reduzia para aproximadamente 88%, o que sugere que em solugdo a

estabilidade do produto € de dois meses.

Por fim, os resultados satisfatorios dos parametros de desempenho
analitico, validam o método proposto para identificacdo e quantificacdo do ativo
no cold kit. Devido a imensa importancia do produto MIBI para a medicina
nuclear e para a empresa, a fim de registrar o produto, o fruto desse trabalho é

de grande contribuicéo.
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CAPITULO IIl - Desenvolvimento e validagcdo de método analitico
para a matéria prima acido pentético
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6. Introducéo

7

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica que agrega
precisdo e sensibilidade a capacidade de separacdo, sendo muito aplicada
para analise de formulacées de medicamentos.

Foi proposto, neste trabalho, o desenvolvimento e a validagdo de um
método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector de arranjo de diodos (PDA) para a determinacdo de DTPA na forma
farmacéutica de po liofilizado, sem a necessidade de complexacdo com metais,
tornando mais rapida e simples a andlise. Entretanto, para o produto acabado,
ndo foi possivel desenvolver um método simples. InUmeras tentativas foram
testadas, mas nenhum resultado satisfatorio foi obtido.

E sugerido entdo, um método para a quantificacio da matéria prima
acido pentético por CLAE. A validacdo compreendeu a avaliacdo dos
pardmetros seletividade, linearidade, limites de detecgcdo de limites de
quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez, seguindo as guias
tradicionalmente utilizadas (BRASIL, 2017; ICH, 2005; USP 38, 2015). Para
tanto, os parametros de adequabilidade do sistema, como numero de pratos,
resolucdo e assimetria foram avaliados durante o desenvolvimento do método,
a fim de alcancar as melhores condicdes.

Os testes preliminares para o DTPA, produto acabado e principio ativo,
foram realizadas em cromatégrafo Shimadzu®, modelo Class VP. Para
validacao foi utilizado um cromatdgrafo Thermo® Dionex — Ultimate 3000.

Foi realizado um estudo preliminar de estabilidade para a matéria prima.
As amostras foram submetidas a fatores de degradagédo como luz (radiagcéo
UVA e UVC), temperaturas elevadas (primeiramente, 40 °C) e os meios acido
(HCI 0,1 M), basico (NaOH 0,1 M), a fim de determinar frente a quais € mais
sensivel e com que magnitude. Estes fatores s&o descritos na literatura como
capazes de promover reagbes quimicas que provocam a decomposicdo da
maioria dos farmacos (NUDELMAN, 1975, BRASIL, 2015).

6.1. Validacdo do método para o ativo acido pentético
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6.1.1.Desenvolvimento do método

Apds muitas tentativas para se encontrar um método para o cold kit DTPA
observou-se que encontramos diversos métodos para a quantificacdo do ativo.
O método escolhido para essa quantificacdo foi o descrito na Tabela 18. Isso
porque foi o que apresentou um conjunto de parametros mais adequados,

como pratos, assimetria, entre outros.

Em relacdo ao doseamento do ativo — &cido pentético — além das
referéncias apresentadas na Tabela 2., a Farmacopeia Americana traz um
meétodo por titulacdo. Para a industria, apesar da titulacdo ser um método
simples, demanda a atencdo de uma pessoa de forma integral para a
realizacdo do ensaio, jA o0 uso de CLAE, ap0s o preparo da amostra o
colaborador dispde de mais tempo para realizar outras fungbes enquanto o

equipamento esta funcionamento.

Sendo assim, foi validado o método por CLAE para a quantificacdo do ativo,
a fim de se avaliar a matéria prima — ativo — para liberacdo do uso para

producao do cold kit.

A primeira parte do trabalho foi realizar um levantamento bibliografico dos
métodos para o radiofarmaco 99m-Tc-DTPA, entretanto ndo foi encontrado
nenhum material para essa quantificagcdo. Se continuou a procura por artigos
para o ativo — acido pentético — e por estruturas similares, por exemplo o
EDTA.

6.2. Parte experimental

6.2.1.Equipamentos e reagentes

O meétodo proposto foi desenvolvido e validado em cromatografo liquido
Thermo/Dionex® — modelo UltiMate 3000. O software utlizado foi o

Chromeleon CDS.O equipamento conta com um sistema composto por uma
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bomba, detector UV com quatro canais, forno para coluna, auto-injetor e

amostrador automatico.

Os outros equipamentos rotineiramento utilizados foram: balanca

analitica (Shimadzu) e agitador magnético (IKA).

Como solventes foi utilizado fosfato de s6édio monobasico e hidroxido de
tetrametilamoénio, ambos da marca SigmaAldrich®.

Os cold kits testados foram adquiridos do Grupo RPH®, cada frasco
contém 10 mg de ativo (acido pentético) em forma de pé liofilizado e cada kit &
composto por 5 frascos; foram utilizados 20 kits. O padréo de referéncia foi
caracterizado e a matéria prima adquirida pela SigmaAldrich®.

6.2.2. Condicdes cromatograficas

As solucdes analisadas por CLAE foram previamente filtradas com filtro
de membrana com poro nominal de 0,45 um. As condi¢cdes cromatograficas

estao descritas na Tabela 18.

Tabela 18. Condi¢Bes cromatogréficas utilizadas na validagdo de método por
CLAE.

Parametro Descricao
, TMAH/fosfato de sédio monobasico — pH 3,0 - com &cido
Fase movel , .
fosforico
Vazao 0,8 mL/min
Coluna Zorbax Sb-aq
Deteccéo Luz ultravioleta em 210 nm
Temperatura 20°C
forno
Temperatura 25 °C
amostrador
Volume
. 20 uL
injetado H
Software Chromeleon 7.0

Os parametros de conformidade do sistema obtidos experimentalmente
e 0s recomendados estdo na Tabela 19.
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Tabela 19. Pardmetros de adequabilidade do sistema para a matéria
prima acido pentético a 1 mg/mL

Valor

Parametro Recomendacéao .
experimental

Fator de O pico deve estar bem separado dos
retencdo (K')  outros picos e do pico ndo-retido. K> 2
Repetibilidade Analise das areas dos picos. DPR< 1% 0,21% para

3,49

das injecoes paran>5 n==6
Resolucao Rs>2 entre o pico de interesse e 0
(Rs) interferente potencial mais préximo )
Assimetria  TF < 2. Picos muito assimétricos afetam a 192
(TF) quantificacao ’
Em geral, deve ser maior que 2000 para
Pratos CLAE 8563

6.2.3.Preparo das solugdes

e Preparo da solucdo estoque padrao

A solucéo estoque foi preparada com pesagem de 10 mg da SQR em frasco
de vidro e transferido para baléo volumétrico de 100 mL e o volume completado
com fase movel. A solucdo resultante, com concentracdo de 1 mg/mL, foi

fracionada em eppendorfs e armazenada entre freezer.

6.2.4.Validacdo do método analitico

De acordo com a RDC 166/2017, foram analisados os parametros de:

e Seletividade:
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E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de

degradacédo e componentes da matriz.

Critério de aceitacdo: o método ndo pode ter interferéncias significativas nas
andlises de quantificacdo do ativo. Permite-se interferéncia de no maximo
2,0%. No caso de interferéncias com mais de 2,0%, estuda-se a aplicacéo de
comprimentos de ondas alternativos, fator de correcéo, espectrofotometria com
segunda derivada ou um método analitico alternativo e com maior poder

discriminatorio.

A pureza do pico foi avaliada através da comparacdo do espectro
registrado no apice do pico com 0s espectros registrados dentro do pico
cromatografico. Utilizando o software Chromeleon, se estabeleceu os
parametros de aquisicao e integracdo do pico. Foi realizada correcao da linha
de base utilizando faixa do cromatograma préxima ao pico de interesse onde

nao havia picos.

e Linearidade:

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo de ativo na

amostra, dentro de um intervalo especificado.

Procedimento: a linearidade é determinada pela realizacdo de trés curvas
com intervalo de 80% a 120% e concentracdo estabelecida em pug/mL, através
da analise de no minimo 05 pontos em concentragdes diferentes (realizar as

corridas em triplicata).

Critério de aceitacdo: a andlise de regressdo linear deve fornecer um
coeficiente de correlacdo linear (R) maior que 0,99. Devem-se apresentar as

curvar obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico).

6.2.4.1. Preparo da curva
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A partir de uma solugcdo com concentragéo de 3 mg/mL (30 mg em 10 mL —
baldo volumétrico) em fase moével (TMAH/fosfato de sédio monobéasico — pH
3,0 - com &cido fosférico) foram transferidas aliquotas de 1,33; 1,5; 1,67; 1,83 e
2,0 mL para bal6es volumétricos de 5,0 mL. Os volumes foram completados
com a fase médvel, obtendo-se solugbes com concentracdo de 0,8; 0,9; 1,0; 1,1

e 1,2 mg/mL.

e |[ntervalo:

O intervalo especificado € a faixa entre os limites de quantificacéo superior e
inferior de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de
linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método. Para a
determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas
farmacéuticas, o intervalo varia de 80% a 120% da concentracdo tedrica do

teste.

Logo, para o acido pentético os valores variam de 0,8 mg/mL a 1,2 mg/mL,

sendo a concentracao tedrica de 1,0 mg/mL.

Critério de aceitacdo: o método deve quantificar corretamente e de forma

linear dentro do intervalo estabelecido.

e Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Para
avaliar a precisao realizam-se dois testes, um deles é a repetibilidade e o outro

a precisao interdias ou intermediaria.

A partir de uma solugédo com concentracdo de 3 mg/mL (30 mg em 10 mL —
baldo volumétrico) em fase movel (TMAH/fosfato de s6dio monobasico — pH
3,0 - com acido fosférico) foram transferidas aliquotas de 1,33; 1,67; e 2,0 mL
para bal6es volumétricos de 5,0 mL. Os volumes foram completados com a

fase movel, obtendo-se solucées com concentracao de 0,8; 1,0 e 1,2 mg/mL.
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Critério de aceitacdo: o valor maximo aceitavel para o DPR é de 5%.

e Exatidao:

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos

pelo método em estudo em relagcéo ao valor verdadeiro.

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da seletividade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, 9 (nove) determinacdes contemplando o intervalo linear
do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3

(trés) réplicas cada.

A partir de uma solugdo com concentragao de 3 mg/mL (30 mg em 10 mL —
baldo volumétrico) em fase moével (TMAH/fosfato de sédio monobéasico — pH
3,0 - com acido fosférico) foram transferidas aliquotas de 1,33; 1,67; e 2,0 mL
para baldes volumétricos de 5,0 mL. Os volumes foram completados com a

fase mével, obtendo-se solu¢cdes com concentragdo de 0,8; 1,0 e 1,2 mg/mL.

e Robustez:

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagcdes dos parametros analiticos, o que

indica a sua confian¢a durante o uso normal.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacéo
da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método as variagdes nas
condicdes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes devem ser
incluidas no procedimento. Os parametros avaliados foram alteracdo no fluxo
de 0,8 para £ 0,1 mL/min, alteracdo da temperatura de forno de 25 °C para *
5°C e comprimento de onda de 210 para 215 nm.

6.3. Resultados e discussao
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6.3.1. Parte experimental do desenvolvimento

Por ndo possuir literatura para o radiofarmaco DTPA, se iniciou o
desenvolvimento com a fase movel mais simples - acetonitrila:dgua (50:50).
Apds isso, se testou inUmeras alteracdes que estdo resumidas na Tabela 20. O
comprimento de onda variou entre 205 a 220, mas o comprimento de onda

escolhido foi de 210 nm.

Além dos experimentos presentes na tabela, também foi testado diferentes
preparos da amostra e de fase mével com ajustes de pH (meio alcalino - NaOH
e TEA, e meio &cido — acido fosforico, TFA, HCI), variacédo de fluxo de 0,5 a 1,0
mL/min, variacdo da quantidade injetada (10 e 20 pL), armazenamento da
amostra (geladeira e temperatura ambiente). Também foi explorado a adicéo
de metanol com e sem acetonitrila ha composicdo da fase mével. Para cada
teste sugerido, ou seja, para cada uma das alteracdes inseridas no método, foi
realizado um minimo de trés preparos independentes e cada um com trés
injecdes. O total de inje¢cOes realizadas, contemplando os dois equipamentos

testados, ultrapassou 700 injecdes.

Contudo, em nenhuma das alteragcées propostas se obteve um resultado
satisfatorio. Resumindo, nenhum método foi capaz de separar 0s picos e obter
simetria adequada para o cold kit DTPA.
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Tabela 20. Resumo dos métodos testados para o radiofarmaco DTPA (cold
Kit).

Coluna Fase movel Proporcao
Equipamento Shimadzu
Cs8 ACN:Agua 50:50
c8 ACN:Agua 75:25
Cs8 ACN:Agua 25:75
Fenil ACN:Agua 50:50
Fenil ACN:Agua 40:60
Fenil ACN:Agua 30:70
Fenil ACN:Agua 20:80
C18 ACN:Agua 10:90
C18 ACN:Agua 20:80
C18 ACN:Agua 50:50
C18 ACN:Agua 80:20
C18 ACN:Agua 04:96
C18 ACN:Agua 01:99
Equipamento Thermo-Dionex
C18 ACN:Agua 50:50
C18 ACN:Agua 05:95
C18 ACN:Agua 10:90
ACN:TMAH/fosfato de sodio dibasico

C18 (bH 3.0 - TFA) 05:95
c18 Metanol: TMAH/fosfato de sédio 05:95

dibasico (pH 3,0 - TFA)
ACN:TMAH/fosfato de s6dio dibasico

Shraa (pH 3,0 - &cido fosforico) 05:95

Sb-a Metanol:HTMAH/fosfato de sédio 05:95
g monobasico (pH 3,0 - acido fosfdrico) '

Sb-aq ACN:TMAHY/fosfato de sédio dibasico 10:90

Sb-aq ACN:TMAHY/fosfato de sédio dibasico 05:95

SB-a TMAH/fosfato de s6dio monobasico 100
q (pH 3,0 - acido fosforico)

102



15.

Ao longo destes inumeros testes, se percebeu a formacdo de um complexo
no produto acabado, entéo se testou o melhor método encontrado para anélise
do produto antes da liofilizacdo. A Figura 15 demonstra que houve a formacéo
de complexo antes da liofilizacdo, ou seja, durante a manipulacdo/mistura dos
excipientes, o que também é visto no cold kit e a Tabela 18 demonstra o

método escolhido para esta analise.

A hipotese de formacdo do complexo € a presenca de cloreto estanoso na
formulagéo, pois é uma molécula que reage facilmente. Com isso em mente,
foram realizados alguns testes a fim de desfazer esse complexo, por exemplo a
adicdo de oxigénio para oxidar o estanho e “liberar” o complexo, a adicdo de
peréxido de hidrogénio, entre outros. Mas os resultados foram insatisfatérios
com cromatogramas sem resolucdo e qualidade necessarios.
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Figura 15. Cromatograma do produto antes da liofilizacdo do produto
acabado DTPA.

6.3.2.Validacdo do método para matéria prima &acido
pentético por CLAE

6.3.3.Seletividade

O cromatograma da fase moével e do padrdo estdo apresentados na
Figuras 16. O tempo de retencdo do acido pentético foi de 3,49 min. A fase
movel ndo mostrou nenhum interferente que se sobreponha ao pico de

interesse, conforme Figura 17.

E importante ressaltar que o software, apos estabelecer o método de

processamento este adequa todos os cromotagramas para O mesmo
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processamento, ndo sendo possivel alterar manualmente a integragdo do pico,

ou seja, o software denuncia se houve manipulacdo do cromatograma.

[aon]

Padrdo de referéncia —
acido pentético

—

o.5a 1,00 1.50 R ER- EL=] =.Ea R 250 =00

Figura 16. Cromatograma da fase mével e do padrdo de DTPA na

concentracéo de 1,0 mg/mL sobrepostos.
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Figura 17. Cromatograma da fase movel TMAH/fosfato de sdédio

monobasico — pH 3,0 - com acido fosforico

As amostras também foram analisadas apds passarem por teste de

estresse, como hidrélise acida, hidrdlise basica e exposicédo a UV, e ndo houve

alteracdes no cromatograma.
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Figura 18. Amostras analisadas apos passarem por teste de estresse:

hidrélise &cida, hidrolise basica e exposicao a UV.

A seletividade do método proposto é assegurada, pois nédo foi
encontrado interferente durante os testes.

6.3.4.Linearidade

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos no estudo da linearidade
com solu¢des da curva padrao. E a Figura 19 apresenta a sobreposicéo das 3

curvas padrao obtidas pelo método.
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Tabela 21. Valores experimentais das areas das curvas da matéria prima acido
pentético.

Pontos da Concentracao i i i
Area curva 1* Area curva 2* Area curva 3*

curva tedrica (ug/mL)
1 800 37,94 37,8 38,05
2 900 42,17 41,81 42,67
3 1000 47,31 46,76 47,98
4 1100 52,4 52,31 52,55
5 1200 56,78 57,53 56,77

*Cada valor € a média de duas injecoes.

Concentracao x Area

60
55
50
45

e Area curva 1*

Area curva 2
35

30
25

Area

Area curva 3*

800 900 1000 1100 1200
Concentragdo (pg/mL)

Figura 19. Gréfico demostrando a interpolacdo das curvas obtidas por CLAE
para a SQR DTPA.

A equacéao da reta é estabelecida por:
Equacéo da reta: Y=AX+B

Onde: Y = resultado da amostra; A = coeficiente angular; X = concentracdo

tedrica; B = interseccao da reta.
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A Tabela 22 apresenta as equagdes das retas e valor de r. O valor de r >
0,99 demonstra a forte relagao verificada entre a concentragéo e a resposta

do equipamento (area do pico).

Tabela 22. Equaces das retas das trés curvas padrdo do SQR &cido pentético.

Curva 1: Curva 2: Curva 3:
y=4,791x+32,947 y=4,996x+32,254 y=4,732x+33,408
r2 =0,9988 r2=0,9967 R2=0,9986
0,9978 0,9994 0,9999

A validade do modelo de regressao linear e a significancia estatistica da
reta ajustada foram testadas por da Analise de Variancia (ANOVA), conforme
descrito por PIMENTEL & NETO (1996). A partir dos dados da ANOVA (Tabela
23) pode-se afirmar que a regressao linear foi significativa, com F = 4500, e que
nao ocorreu desvio da linearidade, visto que o F calculado (2,18) para esta

fonte de variag&o foi menor que o F tabelado (3,71).

Tabela 23. Teste de analise da variancia para o ajuste do modelo linear.
ANOVA das areas absolutas determinadas para obtencdo da curva padrdo de

acido pentético por CLAE.

Fontes de variacéo GL SQ Variancia F (calc)
Entre concentractes 4 703,26844 175,81711 1126,65
Regressao Linear 1 702,24407 702,24407 4500
Desvio da Linearidade 3 1,02437 0,34146 2,1881
Dentro (residuo) 10 1,56053 0,15605

Total 14 704,82897

Os resultados descritos para linearidade foram adequados, podendo-se
afirmar que o método proposto possui linearidade no intervalo de concentracéo
(800 — 1200 pg/mL).
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6.3.5.Precisao

A Tabela 24 apresenta os resultados da precisdo e apresentam a baixa
variabilidade obtida entre os resultados de um mesmo dia. Os valores de DPR
para todos os dias foram menores que 2,0% indicando que o método possui
repetibilidade. A precisdo intermediaria é representativa da variabilidade dos
resultados obtidos em um mesmo laboratério e verifica se 0 método fornece os
mesmos resultados com variacdbes como: diferentes dias, analistas e

equipamentos.

Tabela 24. Resultados da precisdo por CLAE para a matéria prima acido

pentético.
Dia 1 Dia 2**
100,16 99,95
100,83 100,04
100,80 99,89
Porcentagem 100,65 100,86
encontrada (%) 100,13 100,90
100,26 100,70
100,12 99,74
99,99 99,80
100,07 99,95
Média 100,33 100,20
DPR 0,33 0,47
Média interdias 100,27
DP interdias 0,402
DPR interdias 0,400

**Analise realizada por outro analista, no mesmo equipamento.

6.3.6. Exatidao

A exatiddao de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos

pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. E expressa pela
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relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a

concentragao tedrica correspondente:

Os resultados da exatiddo estdo apresentados na Tabela 25. A
porcentagem meédia encontrada no estudo de exatiddo foi de 100,27% e o
intervalo de confianga de 95% calculado foi de 99,9 — 101,1%. Estes resultados
demonstram que o método possui exatiddo no intervalo da linearidade, além de

precisao.

Tabela 25. Resultados do estudo de exatiddo por CLAE para a matéria

prima acido pentetico

Concentragao Porcentagem encontrada Média 0
(Hg/mL) (%) ()  PPROA
800 100,28%
1000 100,58% 100,27% 0,40
1200 99,94%

6.3.7.Robustez

Foi utilizada solucédo de &cido pentético SQR (1000 pug/mL) e a tabela 26
resume os resultados obtidos.

Os parametros avaliados foram alteracéo no fluxo de 0,8 para £ 0,1 mL/min,
alteracao da temperatura de forno de 25 °C para + 5°C e comprimento de onda
de 210 para 215 nm.
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Tabela 26. Resultados do teste de robustez para método proposto por CLAE.

Os resultados sdo a média de 4 resultados.

Média das DPR

A [
Parametros Alteracdes Fator Cje Assimetria Pratos areas dof (%)
retencao picos (n =
4)
0,7 3,99 1,21 8558
Fluxo de 0,9 3,11 1,24 8037 46,76 045
fase movel
Temperatur 5o 3,54 1,26 8827
a forno
30°C 3,45 1,29 8442 48,67 0.64
comprimen 515 1m 349 1,23 8549
to de onda
215 nm 3,48 1,22 8503 41,32 141

6.3.8. Interpretacéo dos resultados:

O fator de retencdo obviamente variou com a troca de fluxo, mas também
com a temperatura do forno onde fica a coluna, essa resposta tem ligagao com
a eficiéncia da coluna em diferentes temperaturas, para a troca do
comprimento de onda ndo houve variacdo. O tempo do pico variou de 3,11 a
3,99. Em relacdo a resolucdo observa-se variacdo na resolucdo, porém
nenhum parametro mostrou-se capaz de afetar a quantificacdo do &cido
pentético na matéria-prima. A assimetria manteve-se com valores baixos,
abaixo do maximo recomendado. E, por fim, o nUmero de pratos manteve-se
acima dos valores recomendados por Shabir (2003), para o teste de robustez

nao houve alteracéo significativa para os parametros testados.

A analise dos resultados confirma a robustez do método proposto em

relacdo aos parametros analisados.
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6.4. Conclusdes

A andlise do &cido pentético por CLAE demonstrou o potencial desta
técnica em identificar e quantificar o ativo. A aquisi¢do e tratamento dos dados
com auxilio do programa Chromeleon permitiu, com facilidade, a obtencéo e
determinacdo de parametros cromatograficos relevantes como fator de

retencao, resolucdo entre picos, assimetria.

Em relacdo a seletividade, visto que, ndo houve picos interferentes, o
método foi considerado especifico. O método mostrou-se também, linear dentro
da faixa de concentracdo estudada (intervalo 800 pg/mL a 1200 pg/mL). A
partir dos resultados encontrados, conclui-se que o método se mostrou preciso

intra e intercorridas com DPR menor que 2% e exato.

No que se refere a robustez, o0 método mostrou-se robusto frente as
alteracOes testadas, ndo apresentando alteracdes significativas com pequenas

modificacdes nos parametros de analise.

Por fim, os resultados satisfatérios dos parametros de desempenho

analitico, validam o método proposto para quantificacdo da matéria-prima.
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7. Consideragdes finais

O controle de qualidade esta integrado a todos processos industriais e a
cabe a industria farmacéutica, através de métodos validados, garantir a

qualidade, seguranca e eficacia dos medicamentos.

O desenvolvimento de métodos do radiofarmaco MIBI foi satisfatorio,
podendo ser considerado validado e disponivel para uso na industria. A
estabilidade em solucdo da SQR foi de aproximadamente 2 meses, com uma

reducdo de mais de 10% no teor.

Para o radiofarmaco 99m-Tc-DTPA, infelizmente, ndo foi possivel
desenvolver um método, apesar das diversas tentativas. Entretanto, para a
matéria prima acido pentético (ativo do radiofarmaco) foi caracterizado a SQR e
o método de quantificacdo e identificacdo foi validado, e pode ser usado na

rotina fabril.

Espera-se que os resultados e discussdes deste trabalho contribuam como
material de apoio para novos estudos na area, visto que, € uma linha de
pesquisa que ainda esta em desenvolvimento e necessita de mais estudos.
Além disso, e mais importante, que os resultados possam ser usados na rotina
da industria a fim de adequar os processos de controle de qualidade ao modelo

regulatorio (registros dos medicamentos).
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8. Perspectivas

Como perspectiva principal deste estudo, se continuaré testando outros
métodos para quantificacdo do ativo em produto acabado (cold kit DTPA) pelo

meétodo CLAE, e por eletroforese capilar.

123






125



Referéncias



127






9. Referencias

ARAUJO, E. B.; A utilizagdo do Tc-99m no diagnostico de patologias e
disfuncées nos seres vivos. CADERNOS TEMATICOS DE QUIMICA NOVA NA
ESCOLA O tecnécio no diagnostico de patologias N° 6 — JULHO 2005

ARGENTINE, D.M., OWENS, P. K., OLSEN, B. A., Strategies for the
investigation and control of process-related impurities in the drug substances,
Advanced Drug Delivery Reviews (2007) 59, 12-28.

BEASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria.
Consulta Publica (CP) n° 95, de 19 de outubro de 2007e.

BERGERS P.J.M., GROOT A.C.; The analysis of edta in water by HPLC; Water
Research; Volume 28, Issue 3, March 1994, Pages 639-642

BRASIL COMISSAO DE ENERGIA NUCLEAR, CNEN. Disponivel em,
www.cnen.gov.br/seguranca/documentos/ acessado as 22h50min, em, 10 de
dezembro de 2017.

BRASIL, SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA NUCLEAR. Disponivel em,
http://sbmn.org.br/o-que-e-medicina-nuclear/ O que é medicina nuclear,
Sociedade Brasileira de Medicina Nuclear, acessado as 15h00min, em; 18 de

novembro de 2017.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢éo - RDC N° 64, DE
18 DE DEZEMBRO DE 2009. Estabelecer os requisitos minimos a serem
observados na fabricagcéo de radiofarmacos, que deve cumprir com as Boas
Praticas de Fabricacdo de Radiofarmacos e de Medicamentos. Diario Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 23 dez. 2009.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugéo - RDC N° 17, DE
16 DE ABRIL DE 2010. Estabelecer os requisitos minimos a serem seguidos
na fabricacdo de medicamentos para padronizar a verificagdo do cumprimento
das Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos (BPF) de uso humano
durante as inspecdes sanitarias. Diario Oficial da Republica Federativa do
Brasil, Brasilia, DF, 2010.

129



BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢éo - RDC N° 53, DE
4 DE DEZEMBRO DE 2015. Estabelece parametros para a notificacao,
identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos com
substancias ativas sintéticas e semissintéticas, classificados como novos,
genéricos e similares, e da outras providéncias. Diario Oficial da Republica
Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 8 dez. 2015.

BRASIL. Ministério da Saude. Lei n® 9.782, de 26 de janeiro de 1999.

BRASIL. Presidéncia da Republica. Subchefia para Assuntos Juridicos.

Emenda Constitucional n° 49, de 8 de fevereiro de 2006.

BRASIL. Presidéncia da Republica. Subchefia para Assuntos Juridicos.

Emenda Constitucional n° 49, de 8 de fevereiro de 2017.

BUCHPIGUEL, C. A.; SAPIENZA, M. T.; Principios e Aplicacbes da Medicina
Nuclear em Urologia; JUNIOR , A. N.; FILHO, M. Z.; REIS, R. B. (Ed) Urologia
Fundamental, Brasil/SP, Planmark, 2012 cap 7: 73-80.

CAGNASSO, C. E., LOPEZ, L. B., RODRIGUEZ, V. G., VALENCIA M. E.;
Development and validation of a method for the determination of EDTA in non-
alcoholic drinks by HPLC; Journal of Food Composition and Analysis; Volume
20, Issues 3—4, May 2007, Pages 248-251

CARRINHO M, MORAES A, MORCERF F, et al, Ecocardiografia de contraste
miocardico em pacientes com doenca arterial coronariana suspeita ou
conhecida comparacao com a cintilografia miocérdica com radioisotopos.
Arquivos Brasileiros de Cardiologia - Volume 83, N° 5, SP, Novembro 2004.

COELHO P, FERREIRA D, OLIVEIRA R, DELFIM SANTOS D, VEIGA F,
Preparacdes radiofarmacéuticas e suas aplicagdes, Revista Brasileira de

Ciéncias Farmacéuticas, vol. 42, n. 2, abr./jun., 2006.

COUTO AJ, DIMENSTEIN R, ROSSI G, Guia pratico de medicina nuclear, A
instrumentacéo, 22 Ed. 2004.

EBERLEIN, U.; BROER, J. H.; VANDEVOORDE, C.; SANTOS, P.;: BARDIES,
M.; BACHER, K. ; NOSSKE, D.; LASSMANN, M.; Biokinetics and dosimetry of

commonly used radiopharmaceuticals in diagnostic nuclear medicine — a

130



review; European Journal of Nuclear Medicine and Molecular Imaging (2011);
38:2269-2281

EUROPEAN PHARMACORPEIA, 9.0 — Techetium (99m Tc) Sestamibi injection,
2017

FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5 edicéo — inclusdo radiofarmacos-
2017FERREIRA S. M. Z. M. D., JULIANA B. S., MARINA B. S.; O registro de
radiofdrmacos no Brasil; Rev. Bras. Farm. 92(3): 104-110, 2011

HOSPITAL ISRAELITA ALBERT EINSTEIN. Disponivel em, www.einstein.br,
acessado as 22h30min, em, 20 de dezembro de 2017

HUR, S.; BAUER, A.; MCMILLAN, N.; KRUPINSKI, E. A.; KUO, P. H.;
Optimizing the Ventilation—Perfusion Lung Scan for Image Quality and

Radiation Exposure; Journal of Nuclear Medicine Technology (2014); 42:1-4

ICH. International Conference on Harmonisation. Validation of Analytical
Procedures: methodology. Q2B (R1) ICH Steering Committee, 2005.

LAINE, P. e MATILAINEM, R.; Simultaneous determination of DTPA, EDTA,
and NTA by UV-visible spectrometry and HPLC; Analytical and Bioanalytical
Chemistry (2005); 382: 1601-1609

LAROCHE, M.; QUELVEN, |.; MAZERE, J.; MERLE, L.; Adverse Reactions to
Radiopharmaceuticals in France: Analysis of the National Pharmacovigilance
Database; Annals of Pharmacotherapy (2015); 49: 39-47

LORBERBOYM, M.; LAMPL, Y.; SADEH, M.; Correlation of 99mTc-DTPA
SPECT of the Blood—Brain Barrier with Neurologic Outcome After Acute Stroke;
Journal of Nuclear Medicine (2003); 44:1898-1904.

MCAFEE, J. G.; SUBRAMANIAN, G.L; THOMAS, F. D.; HELLWIG, B.;
ROSKOPF, M.; Comparison of Different Radioactive Renal Agents in Cisplatin
— Induced Tubular Toxicity in Rats; Journal of Nuclear Medicine (1989); 30:
659-665.

MCGREGOR, C., SAUNDERS, M. H., BUCKTON, G., SAKLATVALA, R. D.,
2004, "Thermochimica Acta", Vol. 417, pp. 231-237.

131


http://www.einstein.br/

MELO RC, Estudo de pressupostos tecnoldgicos e cognitivos para
aperfeicoamento de laboratorios virtuais e ambientes colaborativos virtuais para

radiofarmacia, Sao Paulo, 2009.

MURPHY, C.A. e FERRO-FLORES, G. Compuestos de tecnecio. 12 ed.
México: Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
2003.

NISHIOKA S. Como é feito o registro de medicamentos novos no Brasil. Pratica
Hospitalar. 45: 13 — 17, 2006.

NOBREGA NA, Tecnologia radiologica e diagnostico por imagem, Vol. 4, 4th
Ed. Sao Caetano do Sul, SP, 2011.

NUCLEODUR: HIGH PERFOMANCE HPLC PACKINGS AND APPLICATIONS
(pag. 26, http://bilder.pretech.nuf/files/nucleodurpdf.pdf)

NUDELMAN, N. S. Estabilidad de Medicamentos. Buenos Aires: Ateneo, 1975.

PAVIA, D., LAMPAMN, G., KRIZ, G., & VYVYAN, J., Introduction to
spectroscopy, 4 ed. Cengage Learning, 2008.

PIMENTEL, M. F.; NETO, B. B. Calibragdo: Uma revisédo para quimicos
analiticos. Quim. Nova, v.19, n.3, p.268-277, 1996.

RADIOTRACADORES, Arquivos Brasileiros de Cardiologia - Volume 86,
Suplemento I, Abril 2006.

RPH — DTPA Disponivel em,
http://www.gruporph.com.br/iwww/images/bulas/Bula_DTPA.pdf, acessado as
16h40min, em, 15 de dezembro de 2017)

RPH — MIBI Disponivel em,
http://www.gruporph.com.br/www/images/bulas/Bula_MIBI.pdf, acessado as
16h25min, em, 15 de dezembro de 2017

SAHA; G. B.; Fundamentals of Nuclear Pharmacy, 5 edi¢éo; Estados Unidos
das Américas; Springer-Verlag New York, Inc. 2003; 383 p.

SAID D. Registro Sanitario de Medicamentos: uma experiéncia de revisao.
2004. Rio de Janeiro. 156 p. Dissertacédo (Mestrado). Fundagéo Oswaldo Cruz.

132


http://bilder.pretech.nu/files/nucleodurpdf.pdf

SALVADORI P. Radiopharmaceuticals, drug development and pharmaceutical
regulations in Europe. Curr. Radiopharm. 1: 7 — 11, 2008.

SHABIR, G.A.; Validation of HPLC methods for pharmaceutical analysis.
Understanding the differences and similarities between validation requirements
of the US FDA, the US Pharmacopeia and ICH. Journal of Chromatography A.
v987, p. 57-66, 2003.

SILLANPAA, M., KOKKONEN, R., SIHVONEN, ML.; Determination of EDTA
and DTPA as their Fe(lll) complexes in pulp and paper mill process and waste
waters by liquid chromatography; Analytica Chimica Acta; Volume 303, Issues
2-3, 10 March 1995, Pages 187-192

SILVA L. V; CARVALHO, R., FREITAS, M., TORMENA, F. C., MELO, W.C;
Structural determination of Zn and Cd—DTPA complexes: MS, infrared, 13C
NMR and theoretical investigation; Spectrochimica Acta Part A 68 (2007) 1197—
1200

SILVA, S. K. SILVA, S., Sintese do composto Tetrafluorborato de cobre (1)
tetracis (2-metoxi isobutil isonitrila)- (Cu[MIBI4BF4]: substrato utilizado na
producédo do radiofarmaco SESTAMIBI-99m-Tc ; IPEN dissertacdo 2005

SOUZA G. Trabalho em Vigilancia Sanitaria: o controle sanitario da producao
de medicamentos no Brasil. 2007. Salvador. 217 p. Dissertagéo (Doutorado).
Universidade Federal da Bahia.

TAYLOR, A. T.; Radionuclides in Nephrourology, Part 1: Radiopharmaceuticals,
Quality Control, and Quantitative Indices; Journal of Nuclear Medicine (2014);
55:608-615

THE COUNCIL OF THE EUROPEAN COMMUNITIES. Directive 89/343/EEC of
3 May 1989. Extending the scope of Directives 65/65/EEC and 75/319/EEC and
laying down additional provisions for radiopharmaceuticals. Official Journal, 25
may 1989.

TRUJILLO, N. P.; PRATT, J. P.; TALUSANI, S.; QUAIFE, R. A.; KUMPE, D.;
LEAR, J.L.; DTPA Aerosol in Ventilation/Perfusion Scintigraphy for Diagnosing
Pulmonary Embolism; Journal of Nuclear Medicine (1997); 38:1781-1783

133



UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA). Code of
Federal Regulations 21 — Part 315 Diagnostic Radiopharmaceuticals, 2009a.

Disponivel em: . Acesso em: 13 outubro. 2017.

UNITED STATES FOOD AND DRUG ADMINISTRATION (FDA). Guidance
PET Drugs — Current Good Manufacturing Practice (CGMP). U.S. Department
of Health and Human Services, Food and Drug Administration, Center for Drug
Evaluation and Research (CDER), 2009b. Disponivel em:. Acesso em: 13 jul.
2010

USP 38 — The United States Pharmacopeia. 34 ed. Rockville: United States
Pharmacopeia Convention, 2015

VERBRUGGEN A, COENEN H, DEVERRE J, GUILLOTEAU D, LANGSTROM
B, SALVADORI P, HALLDIN C. Guideline to regulations for
radiopharmaceuticals in early phase clinical trials in the EU. Eur. J. of Nucl.
Med. Mol. Imaging 35(11): 2144 — 51, 2008.

WANG, G, TOMASELLA F.P., lon-pairing HPLC methods to determine EDTA
and DTPA in small molecule and biological pharmaceutical formulations
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (2016); in press:
http://dx.doi.org/10.1016/}.jpha.2016.01.002i

WHO. RADIOPHARMACEUTICALS Final text for addition to The International
Pharmacopoeia November 2008. World Health Organization (WHO).
Radiopharmaceuticals — Final text for addition to the International
Pharmacopoeia. Document QAS/08.262/Final, 2008. Disponivel em:<
http://www.radiofarmacia.org/docs/
RADIOPHARMACEUTICALS_SUPPLEMENTARY_IN FORMATION.pdf>.

Acesso em: 13 outubro. 2017.

ZOLLE, 1.; Technetium-99m pharmaceuticals; preparation and quality control in
nuclear medicine; Springer; Austria 2007.

134


http://dx.doi.org/10.1016/j.jpha.2016.01.002i

