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“A person who never made a mistake never tried anything new.”

Albert Einstein

“When everything seems to be going against you, remember that the airplane
takes off against the wind, not with it.”

Henry Ford
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Abstract

Radiopharmacy plays a fundamental role in the development, production, and
application of medicines containing radioactive elements, gaining prominence with advances in
PET technology and nuclear medicine. Radiopharmaceuticals are medicines that contain
radioactive elements and are used for diagnosing and monitoring various pathologies, as they
allow functional images of the body's organs and tissues to be obtained, and most of them are
administrated intravenously.

6-['®FJFDOPA is a radiopharmaceutical labeled with the F-18 isotope and plays a
significant role in nuclear medicine in the diagnostics, monitoring, and treatment of Parkinson's
disease, brain tumors, and neuroendocrine tumors.

Quality control in the pharmaceutical industry refers to procedures and analyses to
ensure that pharmaceutical products meet the quality, efficacy, and safety standards established
by the regulatory authorities. This process involves rigorous testing at all stages of production,
from the raw material to the final product, to ensure that medicines are safe and effective for
human use and comply with the requirements established by good manufacturing practices.

The validation of analytical methods is a procedure used to prove that the results
obtained are suitable for the specific purpose for which they were designed. This process
involves evaluating various parameters, such as selectivity, linearity, detection limit,
quantification limit, precision, accuracy, and robustness, using statistical methods to assess the
results.

The aim of this study carried out as part of a curricular internship at the Institute of
Nuclear Sciences Applied to Health (ICNAS), is to validate the analytical methods for the
quality control of copper-catalyzed 6-['®F]JFDOPA in an IBA Synthera® module, with a view

to its subsequent implementation.

Keywords: pharmaceutical industry; 6-['®FJFDOPA; quality control; radiopharmaceutical;

analytical method validation




Resumo

A radiofarmacia desempenha um papel fundamental no desenvolvimento, producgao e
aplicagdo de medicamentos que contém elementos radioativos, ganhando destaque com os
avangos na tecnologia PET e na medicina nuclear. Os radiofarmacos sao medicamentos que
contém elementos radioativos e sdo utilizadas para o diagnéstico e monitorizagdao de diversas
patologias, uma vez que permitem a obteng¢ao de imagens funcionais dos 6rgaos e tecidos do
corpo, e sdo administrados maioritariamente por via intravenosa.

A 6-['®FJFDOPA ¢é um radiofirmaco marcado com o isétopo F-18, que desempenha
um papel significativo na medicina nuclear no diagndstico, monitorizagao e tratamento da
doenca de Parkinson, tumores cerebrais e neuroenddcrinos.

No contexto da industria farmacéutica, o controlo de qualidade refere-se ao conjunto
de procedimentos e andlises realizados para garantir que os produtos farmacéuticos cumpram
os padroes de qualidade, eficacia e segurancga estabelecidos pelas autoridades reguladoras. Esse
processo envolve testes rigorosos em todas as etapas da producao, desde a matéria-prima até
ao produto final, para assegurar que os medicamentos sao seguros e eficazes para uso humano
e cumprem com os requisitos das boas praticas de fabrico.

A validagao de métodos analiticos € um procedimento usado para comprovar que os
resultados obtidos siao adequados para o propésito especifico a que se destinam. Este
processo envolve a avaliacdo de diversos parametros, como seletividade, linearidade, limite de
detecdo, limite de quantificagdo, precisdo, exatidio e robustez, com recurso a métodos
estatisticos para avaliar os resultados.

O objetivo do presente estudo, desenvolvido no ambito do estédgio curricular realizado
no Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saide (ICNAS), consiste na validagao dos
métodos analiticos do controlo de qualidade da 6-['®FJFDOPA catalisada por cobre num

modulo Synthera® da IBA, com vista a sua subsequente implementacéo.

Palavras-Chave: induistria farmacéutica; 6-['SFfFDOPA; controlo de qualidade;

radiofarmaco; validagao de método analitico
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l. Introducao

I.1. O Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saude (ICNAS)

O ICNAS Pharma é uma Unidade Organica de investigagado com carater multidisciplinar,
inaugurada em 2009, que pertence a Universidade de Coimbra, e situa-se no Polo Il — Ciéncias
da Satde (Figura 1). E responsavel pela producio de uma grande variedade de radiofirmacos
marcados com emissores de positroes de curta duragido e detém todas as licengas necessérias

para o fabrico de produtos farmacéuticos GMP (Boas Praticas de Fabrico) (1,2).

Figura | - Instituto de Ciéncias Nucleares Aplicadas a Saude (ICNAS).

O ICNAS ¢é dirigido pelo Professor Doutor Antero de Abrunhosa, tem como vice-
diretora a Professora Maria Jodo Vidigal, e como vice-diretor de investigagio o Professor
Investigador Miguel Castelo-Branco (3).

E um instituto especializado na investigacio, desenvolvimento, produgio, controlo de
qualidade de radionuclideos e radiofirmacos e colabora com uma rede ampla de parceiros
nacionais e internacionais nas areas da imagem médica e investigagao translacional (1,4). Como
principal produtor nacional de radiofdirmacos, este distribui os produtos radiofarmacéuticos a
nivel nacional, fornecendo para a grande maioria dos hospitais e centros de imagem nacionais
equipados com tomografos para a realizagdo de exames PET (2,4). Além disso, o ICNAS
Pharma produz radiofdrmacos para uso interno, estudos pré-clinicos e clinicos, e também
desenvolve seus préprios produtos de investigacio e desenvolvimento (I&D). ().

Para produzir radiofarmacos, o ICNAS Pharma estd equipado com dois ciclotrdes IBA,

2 laboratérios de produgdo GMP classe C totalmente equipados, 5 hotcell, 1| moédulos de




sintese, um brago robédtico para distribuicio automdtica de radiofirmacos, bem como um
laboratério de Controlo de Qualidade totalmente equipado.

O ICNAS, as Faculdades de Ciéncias e Tecnologia, de Medicina e de Farmacia da

Universidade de Coimbra, apresentam os seguintes objetivos fundamentais (5):

a. Desenvolver a investigacao cientifica, implementar novas técnicas de investigagdo
basica e clinica no ambito das tecnologias nucleares aplicadas a satde e divulgar os
avancos cientificos alcancados na sua drea de intervencao;

b. Prestar servicos especializados de saide na drea das aplicagdes biomédicas das
radiagoes;

c. Promover a interdisciplinaridade, explorando as articulagdes possiveis entre as
areas cientificas envolvidas na sua atividade;

d. Desenvolver, tanto a nivel nacional como internacional, a cooperagdo entre as
entidades de investigacdo, educaciao e presta¢do de cuidados de saide nas dreas

cientificas a que se dedica;

Como ja foi descrito anteriormente o instituto tem um carater multidisciplinar, pelo
que abrange diversas dreas da imagem médica, destacando-se no desenvolvimento de
aplicagdes biomédicas. O ICNAS é pioneiro em: (1,4):

e Aquisicao e andlise de dados de Medicina Molecular

e Desenvolvimento de novos biomarcadores (radiofirmacos) para imagem médica
e Investigagdo com técnicas de imagem multimodais

e Estudos avancados de imagem pré-clinica e clinica

e Investigacao Biomédica translacional

O ICNAS, assim como empreendedorismos de sucesso, possui uma visao e missio
claramente estabelecidas. No que diz respeito a sua visao, ambiciona conquistar uma posi¢ao
de destaque tanto a nivel nacional quanto internacional no avanco do desenvolvimento de
radiofdirmacos para aplicagio em imagem médica, com foco especializado nas dreas da
Oncologia, Cardiologia e Neurociéncias (4). Relativamente a sua missdo, € um instituto com
forte ligacao a investigacdo bésica desenvolvendo conhecimentos e competéncias para uma
aplicacdo biomédica translacional, com grande énfase nas neurociéncias e doengas cronicas
(). Em suma, a Inovacio, Investigagio e Desenvolvimento estd intrinsecamente inserida na

missdao do departamento.




1.2. PET

A Tomografia por Emissdo de Positrdes, também conhecido por PET, é uma técnica
de imagem de medicina nuclear, caraterizada pela sua natureza inécua, nao invasiva e indolor,
ou seja, n3o apresenta riscos significativos para a salide do doente, garantindo sua seguranca
durante o procedimento. Utiliza moléculas que incluem um componente radioativo
(radionuclideo), denominados radiomarcadores ou radiofirmacos que identificam a atividade
molecular e as alteragdes a nivel celular de maneira a detetar doencas nas fases iniciais através
da avaliagio da fungdo dos orgios e tecidos do corpo (6,7,8). Ao contririo da PET, a
Ressonancia Magnética (RM) e a Tomografia Axial Computorizada (TAC) fornecem uma

informagao mais estdtica concentrando-se nas caracteristicas estruturais (7,8).

Figura 2 — Equipamento utilizado para a realizagdo da PET

Os exames de Tomografia por Emissao de Positroes possibilitam a obtengdo de
imagens tridimensionais que revelam a distribui¢do das moléculas marcadas no corpo humano.
Além disso, a maioria dos equipamentos da PET é combinada com um sistema de Tomografia
Computadorizada (TC), também conhecida como TAC, o que permite correlacionar a
informagao funcional com a sua localizagdo anatémica (8).

As moléculas marcadas atuam como sinais fluorescentes, e quando o doente ¢é
posicionado em um detetor de radiagdo, as regides mais ativas do organismo aparecem como
pontos luminosos, fornecendo assim informagdes sobre a atividade metabdlica e fisiolégica do

corpo (8).




Os radiomarcadores sdao moléculas que possuem uma pequena quantidade de material
radioativo ligado ou "marcado” a elas. Essas moléculas acumulam-se em tumores ou regides
inflamadas, além de poderem ligar-se a proteinas especificas do organismo. Um dos
radiomarcadores mais comuns é o F-18 fluorodesoxiglicose (FDG), que é uma molécula
andloga a glucose. As células cancerosas, devido a sua maior atividade metabdlica, podem
absorver a glucose a uma taxa mais elevada, o que é evidenciado nos exames de PET. Essa
caracteristica possibilita a0 médico detetar a doenga em estdgios iniciais, antes que ela seja
visivel em outros exames de imagem. Vale ressaltar que o FDG é apenas um dos diversos
radiomarcadores utilizados atualmente ou em fase de desenvolvimento para fins diagnésticos
e terapéuticos (8).

Os médicos recorrem a medicina nuclear para diagnosticar, avaliar e tratar varias
doencas. Estas incluem cancro, doengas cardiacas, doengas gastrointestinais, enddcrinas ou

neuroldgicas e outras doengas (7).

1.3. Radiofarmacia

A radiofarmacia € um ramo da ciéncia farmacéutica que estd envolvido no
desenvolvimento, producao, andlise e aplicagio de medicamentos que contém elementos
radioativos. A radiofarmdcia tem vindo a adquirir uma importancia significativa a medida que
a tecnologia PET tem evoluido e com os progressos da medicina nuclear e da terapia
oncoloégica por radiagdes. Os recentes avangos na tecnologia PET, especialmente quando
combinados com a tomografia computadorizada (PET/CT), aumentaram o uso da PET como
método diagndstico no campo da oncologia. Esse desenvolvimento requer cada vez mais a
sintese de produtos radiofarmacéuticos, que servem como base adicional para o
desenvolvimento dos métodos PET. (9).

No desenvolvimento farmacéutico e na medicina moderna, a radioatividade tem um
impacto crescente no dominio das aplicagdes de diagndstico (in vitro e in vivo), bem como
nas aplicagdes terapéuticas (10). Os radiofirmacos sio medicamentos que consistem ou
contém substancias radioativas capazes de emitir radiacdo ionizante de forma espontanea e
destinam-se a ser utilizados com base nessas propriedades, tanto para fins de diagnéstico
como terapéuticos (9).

Os nuclideos radioativos sao frequentemente ligados a moléculas organicas que tém

uma farmacocinética que facilita a absor¢do num 6rgao especifico. Os nuclideos radioativos




sao selecionados de acordo com as suas carateristicas fisicas. Os nuclideos com propriedades
adequadas, como o decaimento radioativo e a semi-vida, para a medig¢do da radiagdo externa
sao utilizados em procedimentos de diagnéstico (radiagao gama ou positrdes), enquanto os
emissores de particulas beta com uma gama baixo alcance e alta eficiéncia sdo aplicados na
terapia (9). A selecdo do radionuclideo depende do alvo a nivel celular e do alcance efetivo da
emissdo de particulas (10). Os radionuclideos utilizados na PET diferem ndo sé nas suas
carateristicas fisicas, como o decaimento radioativo e a semi-vida (9). Alguns exemplos sao

apresentados na Tabela |I.

Tabela |- Propriedades fisicas dos radionuclideos mais importantes no diagnéstico médico

nuclear
Nuclideo Modo de Decaimento Energia - y Semi-vida
Tc-99m Y 140 6h
In-111 Y 250 72 h
I-123 Y 160 13 h
F-18 B+ 511 [ 10 min
C-11 B+ 511 20 min
N-13 B+ 511 0 min
O-15 B+ 511 2 min

Além de satisfazer as exigéncias bioquimicas, um produto farmacéutico PET também
deve cumprir requisitos radioquimicos especificos. Devido a sua semi-vida curta, os nuclideos
PET devem ser produzidos no local de utilizagdo e exigem métodos de sintese rapidos. Isso
assegura a pureza radioquimica elevada do medicamento, uma vez que a forte emissdo de
radiacao dos nuclideos terapéuticos muitas vezes causa uma rapida degradagao dos compostos
organicos devido aos efeitos de radidlise, limitando os tempos de armazenamento ou
transporte mais longos (9,10).

Um centro PET completo é constituido por um ciclotrao, laboratérios radioquimicos
e radiofarmacéuticos, além de um scanner PET (Figura 3). Essa jun¢iao requer uma colaboragao

especialmente intensa entre médicos, cientistas, analistas, farmacéuticos e engenheiros (9).




Ciclotrao
~— Producao de nuclideos

Alvo
Marcacao
— Radiofarmacos
QC

Doente

Scanner | — Diagnéstico

Resultado

Figura 3 - Centro PET: fluxograma

Um fator fundamental para um radionuclideo clinicamente eficaz é a sua atividade
especifica, ou seja, a medida da radioatividade por quantidade de massa de um radionuclideo,
que é medida em GBq/ug. A atividade especifica é particularmente relevante para
radiofdirmacos que sdo captados por recetores saturaveis (10).

Devido a elevada atividade inicial (acima de 100 GBq de F-18), a exposicdo da radiagdo
e a necessidade de um processo de sintese rapido (de forma a minimizar o decaimento),
realizar a sintese manualmente é praticamente invidvel. Nos ultimos anos, varias empresas
desenvolveram médulos de sintese com orientagao computacional (9,10) para a producio de
marcadores PET, permitindo a execucao totalmente automatizada de todas as etapas do
processo. Assim, o desenvolvimento de radiofairmacos PET é uma colaboragio entre quimicos
organicos, radioquimicos, radiofarmacéuticos, fisicos e engenheiros (10). Os mddulos sao
normalmente instalados em células quentes hermeticamente fechadas, protegidas com 75 mm
de chumbo (9,10). A seguir, serdo apresentados os principios fundamentais da radiomarcacao,
juntamente com exemplos especificos de radiofarmacos de interesse clinico (10).

O desenvolvimento de radiofirmacos para a PET envolve essencialmente cinco etapas

principais (10):

|. Sintese de precursores radiomarcados adequados

2. Sintese de precursores organicos prontos para a marcagao radioativa




3. Desenvolvimento de métodos e procedimentos de radiomarcagao e purificagao
4. Desenvolvimento de médulos de sintese automatizados

5. Concegao de procedimentos de controlo da qualidade aplicaveis aos produtos

radiofarmacéuticos PET

Para além do cumprimento das normas de seguranga radioldgica, é necessario cumprir
os critérios das GMP durante a produ¢ao de medicamentos, nomeadamente os descritos nas
guidelines para o fabrico de produtos farmacéuticos estéreis. S6 é possivel cumprir estes dois

requisitos com instalagdes de alta tecnologia e uma equipa altamente qualificada (9).

1.3.1.6-['*FJFDOPA

A 6-['®F]fluoro-L-dopa (['®F]FDOPA) é um radiofirmaco marcado com F-18, com uma
semi-vida de 109,8 min para a obtengdo de imagens PET do sistema dopaminérgico no cérebro
humano e do transportador de aminoacidos do tipo L em diversas doengas, incluindo a doenga
de Parkinson (DP), tumores cerebrais e neuroendécrinos (11,12).

A 6-['®F]FDOPA é um radiomarcador com relevancia clinica significativa, abrangendo
nao sé a neurologia, mas também em oncologia, onde pode ser utilizado para a imagiologia,
por tomografia por emissio de positroes (PET) (I1,13). O primeiro estudo PET com
['®F]FDOPA no cérebro humano foi relatado em 1983 e, desde entio, tem sido utilizada para
imagiologia relacionada com a doenga de Parkinson, tumores cerebrais e hiperinsulinismo focal
da infancia (11). O processo de sintese é muito complexo e, embora existam algumas
implementa¢cdes comerciais, apenas alguns centros tém capacidade de produzi-lo, o que

dificulta o acesso dos doentes a este radiofirmaco de grande importancia (I3).

O
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Figura 4. 6-['*F[FDOPA




Em 2019, devido a sua notavel especificidade e sensibilidade no diagnéstico da doenca
de Parkinson (DP), a ['®F]JFDOPA foi aprovada pela United States Food and Drug
Administration (FDA ou USFDA) como um agente de diagnéstico PET. Essa aprovagiao
permite que seja usada para visualizar os terminais nervosos em adultos suspeitos de
sindromes de Parkinson. Além disso, a ['8FfFDOPA PET tem sido utilizada como um
biomarcador, permitindo avaliar a integridade e funcionalidade dos terminais nervosos
dopaminérgicos, sendo util para estratificar doentes e avaliar a resposta aos tratamentos. Com
os avangos na medicina regenerativa no tratamento da DP, a ['"8F]FDOPA PET tem o potencial
de ser um biomarcador de imagem util para monitorizar a eficicia dos tratamentos
regenerativos, uma vez que se baseia na regeneracdo da fungdo pré-sinaptica dopaminérgica,
que envolve a absor¢io de DOPA e a sintese de dopamina no cérebro (12).

Apesar dos progressos alcancados em varias dreas da imagiologia PET, a utilizagcao de

['®FJFDOPA tem estado limitada, em parte devido a sua radiossintese (12).

1.3.2.Sintese automatizada de 6-['*FJFDOPA

Durante muitos anos, o Unico método automatizado disponivel comercialmente para
a sintese da 6-['F]FDOPA foi a sintese eletrofilica. Considerando as desvantagens desse
método, como o baixo rendimento radioquimico (RCY) e o baixa atividade especifica devido
a utilizagio de gis ['8F]F, adicionado ao transportador, houve vérios esforgos para desenvolver
um processo de sintese nucleofilico automatizada (13).

Atualmente, existem vdrias opg¢des de moddulos automatizados para a sintese
radioquimica. No caso da produgdao da 6-FDOPA, é utilizado um médulo automatizado
Trasis®. Esse processo é complexo, envolvendo diversas etapas e levando cerca de 90 minutos
para ser concluido, com rendimentos radioquimicos de aproximadamente 35%. Além disso,
também s3o utilizados os médulos Synthera® da IBA, que estdo sendo aprimorados com um
novo método de sintese catalisado por cobre (14).

O AllinOne, um sintetizador radioquimico universal desenvolvido pela Trasis, € uma
plataforma completa que atende as necessidades de ambientes de pesquisa e producdo. Este
sistema inclui recursos como HPLC/UV semipreparativo e capacidades de reformulagio,
tornando-se uma ferramenta valiosa para superar os desafios nos processos de radioquimica.
Através da integracdo de aplicativos, obtém-se rendimentos consistentes e elevados, enquanto

sao minimizados os periodos de inatividade (15).




O AllinOne é altamente versatil, abrangendo uma ampla gama de funcionalidades:
suporta mais de 40 marcadores diferentes, permite a utilizagdo de até 4 colunas de HPLC e
possui a capacidade de trabalhar com até |5 detetores de radiagao. Gragas a sua tecnologia
plug-and-play, o AllinOne é adaptavel a diversos marcadores (15).

O modulo Synthera® oferece uma solugio eficiente e econémica para a produgio de
marcadores. A configuragao pode ser adaptada as necessidades de produgdo, permitindo a
expansao que acompanha a procura. Este médulo permite a realizagdo de até |12 sinteses de
diferentes marcadores em uma Unica célula quente, devido ao uso de uma ejecdao automatica
de cassete patenteada e ao carregador IFP (14).

O Synthera® é um equipamento totalmente automatizado utilizado na produgio e
purificacio de compostos radioativos para aplicagdes de diagnéstico por imagem (PET e
SPECT) e terapias, principalmente em oncologia, neurologia e cardiologia. Uma das suas
vantagens € a auséncia de exposi¢cdo a radiacdo, o que permite a utilizacgdo de até trés

sintetizadores numa hotcell, além de apresentar um médulo de radioquimica econémico (14).

2. Controlo de Qualidade

2.1. Principios da Qualidade

Diariamente, uma variedade consideravel de atividades socioeconémicas dao origem a
inmeras medidas analiticas, que sao implementadas em diversos laboratérios por todo o
mundo (16). Essas medidas analiticas aplicadas sao reconhecidas como suporte de muitas
decisdes fundamentais que estdo na base das sociedades modernas. Elas sdo utilizadas, por
exemplo, na avaliagdo da qualidade da dgua destinada ao consumo, como suporte de decisdes
de saude, seguranca alimentar e proteciao ambiental (16,17).

Para assegurar a preparagao confidvel e consistente de medicamentos de alta qualidade,
é fundamental ter um sistema de Garantia da Qualidade Farmacéutica (GQ) bem elaborado e
corretamente implementado. Esse sistema deve incluir um procedimento sistemdtico de
gestdo de riscos, conforme definido nas diretrizes do ICH (Conselho Internacional para
Harmonizagio de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano). A GQ engloba
todas as medidas organizacionais coordenadas com o objetivo de garantir que os

medicamentos tém a qualidade necessaria para o fim a que se destinam (18).




Na industria farmacéutica, a qualidade analitica detém um papel importante para obter
sucesso dos programas de desenvolvimento, como a produgdo e o controlo de qualidade de
medicamentos (16,17). Na producao, desenvolvimento e monitorizagdo da sintese de novas
moléculas, os resultados analiticos desempenham um papel crucial, pois estes dao suporte na
investigagdo de novas formulagdes, determinam prazos de validade através de estudos de
estabilidade e também s3o responsdveis por avaliar se os materiais estdo de acordo com as
normas de qualidade estabelecidas (16,17).

Através da andlise de resultados é possivel distinguir entre um produto de qualidade
satisfatéria de um outro de qualidade inferior, passivel de rejeicio. E com base nos resultados
analiticos que se distingue um produto bom ou aceitdvel de um outro de qualidade inferior ou
rejeitavel. Tem de se ter cuidados e evitar aceitar ou rejeitar um produto com base numa
andlise incorreta, o que poderia originar, em casos extremos, um diagndstico ou tratamento
errado. Resultados ambiguos ou pouco confidveis implicam esforcos adicionais na repeticao
das andlises, culminando em custos e atrasos mais substanciais no processo de produgdo de
um medicamento (16).

Com o intuito de tomar decisdes acertadas, seguras e evitar as consequéncias de
escolhas inadequadas, ha uma necessidade crescente, ndo sé legislativa, de assegurar a
qualidade dos resultados analiticos, através da criagdo de protocolos detalhados dos
procedimentos. (16).

Normalmente, os laboratérios provam a qualidade dos seus resultados analiticos ao
evidenciar que estes cumprem os padrdes de precisdo e exatidao definidos para o fim a que
se destinam. Para alcangar esse objetivo, hd uma série de praticas de qualidade detalhadamente
descritas na literatura, bem como em protocolos, normas e diretrizes dedicadas a garantia de
qualidade (16,17).

Cada laboratério responsavel pelos ensaios de controlo da qualidade deve estabelecer
e seguir protocolos por escrito para a realizagdo de cada ensaio e para documentar os
resultados obtidos. E imprescindivel manter registos detalhados de todos os ensaios
realizados, de maneira a garantir a conformidade com os padroes e especificacdes
estabelecidos (18).

Os métodos analiticos laboratoriais devem ser adequados a utilizagdo a que se
destinam e ser suficientemente sensiveis, especificos, exatos e reprodutiveis. E fundamental
que todas as solu¢des preparadas sejam devidamente rotuladas, indicando claramente a sua

identidade e composicao (18).
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As medidas de controlo de qualidade estabelecidas compreendem um conjunto de
praticas quase independentes, criadas e implementadas por quimicos analiticos para lidar com
situagOes especificas. Sao exemplos dessas praticas a utilizagao de métodos validados, a andlise
de materiais de referéncia certificados, a indicagio da incerteza e a rastreabilidade dos
resultados (16,17).

Com o objetivo de evitar a repeticao de esforgos para atingir a qualidade, surgiu a
necessidade de criar um programa de garantia de qualidade bem estruturado, que estabelega
com clareza, quais as abordagens a serem adotadas em cada situacdo particular.
Habitualmente, as priticas integradas num programa de garantia de qualidade devem incluir

(16,17):

e Pessoal qualificado, competente e devidamente treinado para executar as andlises.
e Equipamentos e materiais calibrados.

e Estabelecimento do propésito dos resultados analiticos.

o Utilizacado de métodos validados.

e Utilizar materiais de referéncia.

¢ Quantificagcdo da incerteza e rastreabilidade dos resultados.

e Acreditagio e certificagdo.

Com o intuito de estabelecer uma harmoniza¢io, foram recentemente identificados
seis principios fundamentais de qualidade para a pratica analitica. Esses principios surgiram

para promover as boas priticas de medida analitica, e sao apresentados a seguir (16,17):

I. As medidas analiticas devem cumprir um objetivo definido;

2. As medidas analiticas devem ser realizadas utilizando métodos e equipamentos
validados de maneira a garantir que sio adequados para o fim a que se destinam;

3. O pessoal responsavel pelas andlises deve possuir qualificagdes e competéncias
adequadas.

4. Deve ser feita, regularmente, uma avaliagdo independente do desempenho técnico
de um laboratério.

5. As anilises realizadas em diferentes locais devem ser consistentes entre si.

6. As organizagdes que realizam medidas analiticas devem estabelecer procedimentos

claros de controlo e garantia de qualidade.
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Em suma, as atividades analiticas desempenham um papel crucial na tomada de decisdes
e regulamentagdo das sociedades modernas. Essa importincia é ainda mais acentuada na
industria farmacéutica, onde a qualidade analitica é essencial para o sucesso de programas
abrangendo desenvolvimento, produ¢io e controlo de qualidade de medicamentos. Para
assegurar a integridade e confiabilidade dos resultados analiticos, a adogdo de priaticas de
garantia de qualidade é imperativa, com um consenso internacional delineando guidelines
especificas. A aplicagdo desses principios fundamentais reforga a credibilidade das medidas

analiticas, minimiza riscos e contribui para a exceléncia em todas as areas da andlise (16).

2.2. Validacao de métodos e critérios

A validagio do método é um processo fundamental na confirmag¢io e documentagdo
da confiabilidade de procedimentos de forma a demonstrar que os resultados obtidos numa
medida analitica sdo adequados (16,19). No contexto analitico, a validagio de um método ¢é
realizada por meio de estudos laboratoriais para assegurar que as caracteristicas de
desempenho do método atendem aos requisitos da aplicagdo analitica pretendida (19).

A validagdo é essencial para qualquer método novo ou modificado, a fim de garantir
que ele seja capaz de produzir resultados reprodutiveis e confidveis, independentemente de
diferentes operadores utilizarem o mesmo equipamento em laboratérios distintos ou no
mesmo laboratério. O tipo de programa de validagdo necessario depende das caracteristicas
especificas do método e das suas aplicagdes propostas. Os resultados da validagao de métodos
possibilitam uma maneira de avaliar a qualidade, confiabilidade e consisténcia dos resultados
analiticos, tornando-se parte integrante das boas praticas analiticas, contribuindo para a
garantia de qualidade dos processos e dados obtidos (19).

Para o processo de validagio do método, é fundamental utilizar equipamentos que
estejam dentro das especificagdes, funcionem corretamente e sejam adequadamente
calibrados (18,19). Os métodos analiticos precisam ser validados ou revalidados em diferentes
situagdes: antes da sua implementagdo em uso de rotina, sempre que ocorrerem alteragdes
nas condi¢des para as quais o método foi validado e sempre que o método sofrer modificagdes
(19).

Na industria farmacéutica, a validagio de métodos adquiriu relevincia e tornou-se
oficial com a incorpora¢ido da sec¢do sobre a validagdo de métodos nos regulamentos de

cGMP. A USP também publicou diretrizes para validagao de métodos, tornando obrigatério a
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utilizagdo de métodos documentados e validados para registar e autorizar a comercializagdo
de novos medicamentos. O consenso global sobre a validagao de métodos analiticos utilizados
na inddstria farmacéutica surgiu apds a publicagdo das diretrizes_da ICH (16).

As diretrizes da ICH apresentam definigdes para vérias caracteristicas e metodologias
de validagdo. Essas diretrizes estabelecem uma base geralmente aceite para a validagdo de
métodos analiticos. No entanto, elas também destacam que abordagens diferentes das
estabelecidas podem ser aplicaveis e aceitaveis. (20).

Os procedimentos utilizados para avaliar os produtos farmacéuticos asseguram a sua
identidade, poténcia e pureza atendendo aos requisitos legais estabelecidos. (16,17). O
processo de validacdo é aplicado a todos os procedimentos analiticos envolvidos na produgao
de medicamentos. Isso inclui os métodos usados para analisar diversos materiais, desde
matérias-primas, produtos intermedidrios, excipientes e substancias ativas até aos produtos
formulados.

Na perspetiva da validagao, todos os procedimentos analiticos tém uma importancia
igual, ou seja, todos devem ser validados, quer sejam utilizados para o controlo em processo,
para a aceitagdo ou rejeicdo de lotes, ou de produtos acabados, quer para ensaios de
estabilidade (16).

As categorias de ensaio mais comuns sdo classificadas pela USP, como detalhado na

tabela 2.1. (16,17):

I) Categoria | — Envolve métodos analiticos utilizados para quantificar substancias ativas
presentes na matéria-prima, ou nos produtos farmacéuticos formulados.

2) Categoria |l — Abrange métodos analiticos para determinar impurezas, ou produtos
de degradagdo, na matéria-prima ou nos produtos farmacéuticos formulados. Sio incluidos
nestes métodos os testes quantitativos e de limite de impurezas. Embora ambos visem refletir
com precisdo as caracteristicas de pureza da amostra, os testes quantitativos requerem
validagdo mais rigorosa.

3) Categoria lll — Engloba métodos analiticos destinados a avaliar as caracteristicas
especificas de desempenho, como ensaios de dissolugdo e de libertagio do farmaco. Estes
métodos devem ser seletivos e sensiveis, uma vez que precisam determinar pequenas
quantidades de analito, mesmo na presenca de excipientes, impurezas e compostos de
degradacao.

4) Categoria IV — Relaciona-se com testes de identificagdo, os quais confirmam a

identidade de um analito numa amostra. Esses testes frequentemente envolvem comparagdes
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apropriadas, como espectros, comportamento cromatografico e reatividade quimica, entre

uma propriedade da amostra e a mesma propriedade de um padrao de referéncia.

Tabela 2 — Componentes necessarios para a validagdao de um ensaio

Categoria ll

Carateristicas | Categoria Categoria | Categoria
Testes
Analiticas I Quantitativo 1] v
Limites
Exatidio Sim Sim * * Nio
Precisao Sim Sim Nio Sim Nio
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Limite de Detecio Nio Nio Sim * Nio
Limite de
Nio Sim Nio * Nio
Quantificacao
Linearidade Sim Sim Nio * Nio
Intervalo Sim Sim * * Nio

* Pode ser um requisito necessario, dependendo da natureza do teste

Entretanto, quando propostos novos métodos ou revisdes de métodos existentes, é

imperativo fornecer dados de laboratério que comprovem sua validagao (17). Os parametros

tipicos recomendados por 6rgios reguladores, como a FDA e a USP sio considerados na

validagio de métodos analiticos (19). Esses parametros sdo os seguintes:

¢ |dentificacdo do analito;

o Especificidade / Seletividade

e Linearidade e Intervalo;
e Limite de Detecio (LOD)
e Limite de Quantificagdo (LOQ)

e Precisao
e Exatidio

e Robustez
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Em suma, o objetivo da validagao de um procedimento analitico é demonstrar que esse
procedimento é adequado para a finalidade pretendida, ou seja, garantir que os resultados

obtidos por meio do método sejam precisos, reprodutiveis e confidveis (21).

2.2.1. Seletividade

A seletividade de um método analitico é a sua capacidade de avaliar inequivocamente
a substancia a analisar na presenca de outros componentes esperados. Essa carateristica
também pode ser definida como a capacidade do método para medir com precisio a
substancia a analisar na presenca de interferéncias, como precursores sintéticos, excipientes,
impurezas, enantidmeros e produtos de degradagdo conhecidos (ou provaveis), que s3o

esperados de estar presentes na matriz da amostra (19,21,22).

2.2.2. Linearidade

A linearidade de um procedimento analitico diz respeito a sua capacidade, dentro de
um intervalo especifico, de obter resultados de ensaios que sdo diretamente proporcionais a
concentracao da substancia a analisar na amostra. Deve ser avaliada uma relagiao linear em
toda a gama do procedimento analitico (17). Para verificar a linearidade, é demonstrada
diretamente na substdncia a diluicdo de uma solugdo-padrio dos componentes do
medicamento, utilizando o procedimento proposto. A linearidade é geralmente expressa
como o limite de confianga em torno do declive da linha de regressao obtida. Para estabelecer
a linearidade, as diretrizes da ICH recomendam o uso de um minimo de cinco concentragdes.
Ja a gama de um método analitico é o intervalo entre os niveis superiores e inferiores que
foram comprovadamente determinados com precisio, exatidao e linearidade, empregando o
método em questido (19).

Os resultados dos testes devem ser avaliados por métodos estatisticos apropriados

como o célculo de uma linha de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. (21)

2.2.3. Limite de Quantificacdao (LOQ)

O limite de quantificagio de um procedimento analitico individual refere-se a

concentra¢cao mais baixa de analito presente numa amostra que pode ser determinada com
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precisio e exatidio adequadas (16,19,22). E um parametro utilizado para a determinagio
quantitativa de compostos de baixas concentragdes numa amostra, principalmente para a
determinagdo de impurezas e/ou produtos de degradacgio (22). Em métodos analiticos, como
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), que apresentam um ruido de base, o LOQ
é geralmente obtido com base na relagdo Sinal-Ruido (S/N) (10:1) e é posteriormente
confirmado pela injegdo de padrdes que resultam na mesma relagdio S/N e exibem uma

percentagem aceitavel de desvio padrao relativo (19,22).

2.2.4. Limite de Detecdo (LOD)

O limite de dete¢io de um procedimento analitico individual corresponde a
concentra¢cao mais baixa de analito presente numa amostra que pode ser detetada, embora
nio seja necessariamente quantificada como um valor exato nas condi¢cdes experimentais
estabelecidas (16,19, 22). Nos procedimentos analiticos que apresentam ruido de base, o LOD
pode ser determinado com base numa relagio sinal/ruido (S/N) (3:1), que é normalmente
expressa como a concentragdo da substidncia a analisar na amostra. O cilculo do récio
sinal/ruido é efetuado pela relagao s = H/h, onde H representa a altura do pico correspondente
ao componente em analise, e h é o valor absoluto da maior flutuagao de ruido a partir da linha

de base do cromatograma de uma solugdo em branco (19,21).

2.2.5. Precisao

A precisio de um procedimento analitico é uma medida que expressa o grau de
concordancia ou dispersdo entre uma série de medi¢des obtidas a partir de multiplas
amostragens de uma mesma amostra homogénea, nas condigdes estabelecidas (19,21).

Existem trés niveis diferentes nas quais a precisio pode ser avaliada, como a
repetibilidade, a precisao intermedidria e a reprodutibilidade. Além disso, ela pode ser definida
como o grau de concordancia entre os resultados de ensaios individuais através da aplicagao
do método repetidamente em varias amostras da mesma substancia homogénea (16,19).

A avaliagdo da precisao de um procedimento analitico € normalmente expressa por
meio do desvio-padriao ou do desvio-padrio relativo de uma série de medi¢des. A precisdao
pode abranger a reprodutibilidade ou a repetibilidade do procedimento analitico sob

condi¢des normais (19,21). A precisao intermediaria (também conhecida como robustez)
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aborda as variagdes entre laboratérios, em diferentes dias, ou com diferentes analistas ou
equipamentos dentro do mesmo laboratério. A determinagao da precisaio de um
procedimento analitico requer a realizagao de um nimero suficiente de anélises em amostras
homogéneas, de forma a obter estimativas estatisticamente vdlidas do desvio-padriao ou do
desvio-padrdo relativo (19).

A repetibilidade pode ser avaliada de maneira simples através de seis medigdes
repetidas, utilizando uma quantidade representativa de radioatividade. E importante
considerar a semi-vida do radionuclideo usado, bem como o limite de quantificagdo e a gama
linear do radiodetector na determinagdao do numero de repeticdes vidveis. Em casos de
radionuclideos de vida curta, a correcao do decaimento pode ser necessdria, e, portanto, a
radioatividade medida deve ser recalculada para o tempo inicial t0, utilizando a equagio do

decaimento (20):

AO=A/e™
Onde:
AO = atividade no tempo 0
A = atividade no tempo t
t = tempo de atraso em minutos

A = constante de decaimento (In2/t1/2)

2.2.6. Exatidao

A exatiddo de um procedimento analitico refere-se a proximidade entre os resultados
obtidos pelo método e os resultados considerados verdadeiros (16,19).

A avaliagdo deste parametro de validagado é uma das tarefas mais complexas de
executar, devido a dificuldade em estabelecer um resultado verdadeiro. Na literatura, sio
consideradas quatro estratégias para avaliar a exatidio de um método de andlise de uma
substancia de concentragdao conhecida: como a comparagao dos resultados com um método
de referéncia, os estudos de recuperagdo em amostras brancas, o estudo de recuperagio

através do método de adi¢dao padrio e andlise de materiais de concentragiao conhecida (16).
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Tabela 3 — Estratégias para demonstrar a exatidao de acordo com as normas propostas pelo

ICH

Utilizacdo do procedimento analitico em um material de referéncia.
Principio ativo | Comparagdo dos resultados com um segundo procedimento bem

estabelecido.

Aplicacdo do procedimento analitico a misturas sintéticas de componentes

do produto formulado.

Produto
Fortificagdo do produto formulado com o analito alvo.
formulado
Comparagdo dos resultados com um segundo procedimento bem
estabelecido.
Fortificagao do principio ativo ou do produto formulado com impurezas.
Impurezas Comparagao dos resultados com um segundo procedimento bem

estabelecido.

Para determinar a exatidao, o método é aplicado a amostras as quais s3ao adicionadas
quantidades conhecidas da substdncia a ser analisada. Essas amostras devem ser analisadas
juntamente com solugdes-padrao e solugdes em branco para garantir a auséncia de
interferéncias. A exatidao é entdo calculada a partir dos resultados do teste, frequentemente,
a exatiddo pode ser expressa como a recuperagdo do analito, ou seja, a percentagem das
quantidades conhecidas do analito que foram recuperadas pelo ensaio (16,19).

A avaliagdo da exatiddo requer um minimo de nove determinagdes, distribuidas por
pelo menos trés niveis de concentragdo, abrangendo o intervalo especificado pelo método

analitico (trés concentragdes, cada uma repetida trés vezes) (21).

2.2.7. Robustez

A robustez é definida como a medida da capacidade de um método analitico se manter
estavel e produzir resultados consistentes mesmo quando sujeito a variagdes pequenas, mas
deliberadas dos parametros do método (como pH, composi¢cao da fase mével, temperatura e
defini¢des instrumentais) (16,19).

A determinagdo da robustez é um procedimento sistemdtico que envolve a variagdao

controlada de um parametro especifico e a medigao do seu efeito sobre o método, através da
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monitorizagdo do desempenho do sistema e/ou da andlise de amostras (19). Os ensaios de
robustez devem mostrar a fiabilidade de um procedimento analitico em relagdo a variagdes

deliberadas dos parametros (21).

2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica analitica utilizada para
identificar, separar e quantificar os componentes da solu¢ao como o farmaco, as impurezas e
os produtos de degradagio relacionados com o farmaco que podem ser gerados na sintese
ou no armazenamento (23, 24, 25). Esta técnica é amplamente utilizada em laboratérios
quimicos, farmacéuticos, alimenticios, entre outros (24).

A anilise de fairmacos em formas de dosagem multicomponentes é frequentemente
realizada através do método HPLC, devido as suas vantagens como, a rapidez, especificidade,
exatiddo, precisao e a facilidade de automatizagdao. O desenvolvimento e validagao de métodos
de HPLC desempenham um papel crucial na nova descoberta, desenvolvimento, fabrico de
medicamentos e varios outros estudos relacionados com seres humanos e animais (23).

Para a realizagdo da técnica de HPLC é necessario encontrar uma fase mével, uma
coluna, uma temperatura, um comprimento de onda e um gradiente adequados que asseguram
a compatibilidade e estabilidade adequadas do firmaco, bem como dos produtos de
degradacgao e das impurezas (23).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é derivada da cromatografia cldssica em
coluna e &, atualmente, uma das ferramentas mais importantes da quimica analitica (25). Neste
método, uma solu¢do da amostra é injetada em uma coluna contendo material poroso (fase
estaciondria), enquanto um liquido (fase moével) é bombeado sob alta pressao e flui através da
coluna a uma taxa de fluxo constante (23, 25, 26). A separagao dos componentes ocorre com
base na afinidade dos mesmos com a fase estaciondria e movel. Consequentemente, a elui¢ao
dos componentes ocorre em tempos diferentes, de acordo com seu comportamento de
particio. Componentes com maior afinidade pela fase estaciondria permanecem retidos na
coluna por mais tempo, enquanto aqueles com menor afinidade sdo eluidos de forma mais
rapida (25,26).

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é mais versatil do que a cromatografia
gasosa, uma vez que nao se limita a amostras volateis e termicamente estaveis e a escolha de
fases moveis e estaciondrias € mais ampla (23). A Figura 5 apresenta um diagrama esquematico

do sistema de HPLC.
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Figura 5: Diagrama do fluxo de HPLC

A HPLC caracteriza-se pelas seguintes carateristicas (23):

Alta resolucio.

Colunas de pequeno diametro (4,6 mm), de aco inoxidédvel, de vidro ou de titanio.
Enchimento da coluna com particulas muito pequenas (3, 5 e 10pm).

Pressdes de entrada relativamente elevadas e fluxo controlado da fase moével.
Detetores de fluxo continuo capazes de detetar quantidades muito pequenas.

Andlise rapida

A classificagdo da HPLC pode ser efetuada da seguinte forma (25):

HPLC preparativa e HPLC analitica (com base na escala de operagio)
Cromatografia de afinidade, cromatografia de adsor¢ao, cromatografia de exclusdo
de tamanho, cromatografia de permuta iénica, cromatografia de fase quiral (com
base no principio de separagio)

Separacdo por gradiente e separagio isocratica, (com base na técnica de elui¢ao)

Cromatografia de fase normal e cromatografia de fase inversa (com base nos

modos de funcionamento).

A validagado do método de HPLC, de acordo com as guidelines da ICH, fornece

informagdes sobre as caracteristicas como a exatiddo, a especificidade, a linearidade, o limite

de detecio e o limite de quantificagiao (25).
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Em suma, o HPLC é o método analitico mais preciso, amplamente utilizado para a
andlise quantitativa e qualitativa de medicamentos tendo como objetivo quantificar
separadamente o farmaco ativo principal, as impurezas de reagao, todos os intermédios

sintéticos disponiveis e produtos de degradagao que possam existir.

2.4. Cromatografia Gasosa (GC)

A cromatografia gasosa (GC) é a técnica analitica, Unica e versitil utilizada para a
separacio direta, a quantificacdo de amostras gasosas (gases e vapores de componentes muito
voléteis), solugdes liquidas e soélidos ou compostos volateis, e a identificagdo do produto
através da observagio dos picos no cromatograma (27,28,29).

O principio fundamental da cromatografia gasosa reside no fato de que quanto maior
for a afinidade do composto com a fase estacionaria, maior serd a retengdo do mesmo na
coluna, sendo necessario mais tempo para que seja eluido e detetado (27).

O equipamento é composto por uma coluna cromatografica (onde ocorre a separagao
dos componentes), um tubo com um adsorvente permeavel, no qual um fluxo de gas inerte,
como hélio, hidrogénio ou nitrogénio, é utilizado como fase mével para empurrar a amostra
a ser separada através da coluna, um meio de introdug¢do da amostra e um meio de detecao
dos componentes a medida que s3o eluidos da extremidade da coluna (27,29). Uma vez que a
temperatura influencia a volatilidade das substancias a analisar, a coluna é colocada numa estufa
com controlo termostatico (27).

A velocidade da zona de vapor que se move ao longo da coluna depende do fluxo do
gas portador e da medida em que o vapor é adsorvido. Quando dois ou mais componentes
estdo presentes na amostra, cada um comporta-se normalmente independentemente dos
outros e pode ser separado com base nas suas diferentes velocidades de progresso através da
coluna. O adsorvente utilizado pode ser um substrato quimico como o carbono, alumina ou
gel de silica, mas em mais de 90% das aplica¢des, é um liquido mantido no lugar por um suporte
sélido inerte (29).

Ao contrério da maioria dos outros métodos cromatograficos, a cromatografia gasosa
nao envolve a interagao direta da fase mével com as moléculas da substancia analisada, em vez
disso, a fase mével apenas transporta a substancia através da coluna (27). A figura 6 apresenta

de forma esquemdtica um cromatdgrafo de gas basico.
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Figura 6: Esquema de um cromatdgrafo de gés bésico

Viérios gases inertes, como hidrogénio, hélio e nitrogénio, podem ser utilizados como
gas portador ou fase mével na cromatografia gasosa (27,29). Cada gés portador tem as suas
vantagens e oOs sistemas para os quais € mais adequado.

A coluna é o componente inicial e central de um cromatégrafo, posicionada dentro de
um forno, onde a temperatura exerce uma influéncia significativa na eficiéncia da separacao
cromatogrifica, constituindo assim, um fator essencial no controlo do GC. Em muitos casos,
a temperatura isotérmica nio é o modo de temperatura mais eficaz para a separagdo de
amostras, sendo entao utilizado um programa de temperatura. A maioria dos programas de
temperatura do GC envolve uma temperatura inicial, uma rampa (aumento de graus por
minuto) e uma temperatura fina (27).

A introdugdo da amostra no sistema GC é um passo critico na separagdo. A
reprodutibilidade da quantidade de amostra injetada é importante para garantir a consisténcia
dos resultados. A amostra pode ser injetada manualmente (seringa) no sistema ou através de
um sistema de amostragem automadtica (injetor automatico) (27,29). Uma técnica de injegdo
inadequada é uma das principais fontes de erros do GC.

Existe uma variedade de detetores que podem ser utilizados no GC, cada um com as
suas proéprias limitagdes e vantagens. O detetor mais utilizado é o Detetor de ionizagio por
Chama (FID). O FID é normalmente utilizado para compostos organicos e é aplicado na
andlise de controlo de qualidade de compostos farmacéuticos (27).

O requisito fundamental para que as amostras sejam analisadas por cromatografia

gasosa € que os compostos de interesse na amostra volatilizam sem se decomporem

termicamente (28).
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3. Objetivo desta Tese

A 6-[I8F]JFDOPA ¢é um radiofairmaco marcado com o isétopo F-18 que desempenha
um papel crucial no diagnéstico e monitorizagdo de tumores cerebrais e neuroendécrinos,
bem como, na doenca de Parkinson.

As multiplas aplicagdes clinicas deste radiofdrmaco estimularam um forte interesse no
desenvolvimento de novos e melhorados de métodos sintese.

O Synthera® é um equipamento totalmente automatizado utilizado na produgio e
purificacdo de compostos radioativos para aplicagdes de diagndstico por Imagem.

Para que este método de sintese promissor pudesse ser usado era necessario
desenvolver métodos analiticos que permitissem realizar o controlo de qualidade do produto
de forma a garantir que cumpria os padrdes de qualidade necessérios.

Os métodos analiticos devem ser adequados ao propdsito a que destinam, o que
requer a execucao da validagao dos mesmos, avaliando parametros como a exatidao, precisao,
seletividade/especificidade, linearidade, limites de detecdo e quantificagao.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é desenvolver e executar a validagao de um
método de HPLC, para determinagdo da pureza quimica e radioquimica, e de um método de
GC, para determinagdo dos solventes residuais, da 6-[I8F]FDOPA obtida pelo método
nucleofilico usando o médulo Synthera®.

Para cada um  destes métodos serdo testados oOs  parametros
seletividade/especificidade, limites de detegao e quantificagao, linearidade, precisdo e exatidao.
A avaliagdo destes parametros serd realizada para diversos analitos cuja detegdo e
quantificagao é necessdria e os resultados obtidos serio avaliados de acordo com os requisitos
pré-estabelecidos.

O estédgio foi realizado no ICNAS Pharma na édrea responsavel pela producio de

radiofarmacos, onde se encontra o Laboratério de radiofirmacia e o Ciclotrio.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Validaciao do método HPLC

A validagdo do método analitico deste radiofirmaco para o novo método de produgdo
é de extrema importancia para assegurar a qualidade do mesmo e, por conseguinte, garantir
a protecao da Saude Publica (17). Com este propésito, foram realizados testes necessarios
para validar o método analitico, incluindo o estudo do limite de impurezas, que abrange
critérios como especificidade, exatidao, precisdo, linearidade, limite de detegdo, limite de
quantificagdo e robustez (30,31).

O método analitico em andlise pertence a categoria Il (sec¢ao de validagao dos
métodos analiticos) e envolve a utilizagdo de cromatografia de alta eficiéncia. Através desta
validagdo, pretende-se evidenciar que o método analitico HPLC utilizado para controlar a
pureza quimica e radioquimica no radiofairmaco 6-['®FJFDOPA ¢ apropriado para o fim a que
se destina.

Na tabela 4 sio apresentados os parametros analiticos que vao ser validados e os

respetivos critérios de aceitagdo.

Tabela 4: Parametros analiticos e critérios de aceitagdo no detetor de UV-Vis

Detetor UV-Vis
Parametros Critérios de
. Testes L
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecOes
Branco I
Padrao SnCl I
Padrio Levodopa I Nenhuma
Seletividade / Padrio Hidroxidopa I interferéncia
Especificidade Padrio 6-Fluoro-L- significativa entre o
DOPA | branco e os picos
Amostra | de interesse.
Nota: Este parimetro pode ser avaliado através da
analise dos cromatogramas obtidos durante a avaliagdo
dos restantes parametros analiticos.

24



Detetor UV-Vis

Parametros Critérios de
. Testes L
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecOes
Padrao SnCl 3
(0,0025mg/mL)
Padrao Levodopa 3
LOD (0,0025mg/mL) S/N2>3
Padrio Hidroxidopa 3
(0,0005mg/mL)
Padriao 6-Fluoro-L-
DOPA 3
(0,00 mg/mL)
Amostra N. de injecoes
Padrao SnCl 3
(0,005mg/mL)
Padrdo Levodopa 3
LOQ (0,005mg/mL) S/N>10
Padriao Hidroxidopa 3
(0,00 mg/mL)
Padriao 6-Fluoro-L- 3
DOPA (0,002mg/mL)
Amostra N. de injecOes
Padriao SnCl | (de cada
(5 concentragdes) concentragao)
Padrao Levodopa | (de cada
Lineariedade (5 co~ncen‘tra<;6.es) concentragio) 2> 0.99
Padrao Hidroxidopa | (de cada
(5 concentragdes) concentragao)
I;aézl)rl':: 6-Fluoro-L- | (de cada ~
concentragao)

(5 concentragdes)
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Detetor UV-Vis

Parametros Critérios de
. Testes .
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecoes
Padrao SnCl 6
(0,05mg/mL)
Padrio Levodopa 6
Precisao (0,02mg/mL) % RSD < 2,5 %
Padriao Hidroxidopa 6
(0,0025mg/mL)
Padriao 6-Fluoro-L-
DOPA 6
(0,001 15 mg/mL)

Tabela 5: Parametros analiticos e critérios de aceitacio no detetor de atividade

Detetor Atividade
Parametros Critérios de
. Testes .
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecles A mais baixa
LOQ Solugdo diluida 400 atividade .corrigida
vezes 3 pelo decaimento
(Solugao B5) com S/IN>10
Amostra N. de injecles
Solucio diluida 400
vezes I
(Solugao B5)
Solugdo diluida 200
olugdo diluida 2> 0.99

Lineariedade

vezes
(Solugao B4)

Solugio diluida 20 vezes
(Solugao B3)

Solugio diluida 2 vezes
(Solugao B2)

Solucio as is
(Solugao Bl)

(represente a drea
vs a atividade
corrigida)
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Detetor Atividade

Parametros Critérios de
. Testes L
analiticos aceitacdao
Amostra N. de injecdes
- ovTa o8 % RSD de RF
Precisao Solugao as is o
. 6 <0 %
(Solugao Bl)

4.1.1. Padroes, amostras e reagentes

Utilizou-se o material enumerado na Tabela 6 para esta validagao do método.

Tabela 6: Lista de materiais

Nome Lote Marca Abreviaturas

Agua para HPLC — MilliQ —
MoncE(l:asizeil::Z CIZI;E:i-IS-Ic’)ijil'ztado BCBY3964 >igma Aldrich }
Acido Fosférico S2BDO370V Sigma Aldrich —
Cloreto de Estanho EZFJE-UP TGl —
Levodopa LRAC2957 Sigma Aldrich —
6-Hidroxidopa BCCH3250 Sigma Aldrich —

6-Fluoro-L-DOPA 20230101 ABX 6-F-DOPA

4.1.2. Equipamento

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia,

equipado com (Tabela 7):

modelo Agilent 1260 Infinity Il (HPLC 3),
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Tabela 7: Componentes do cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia, Agilent Technologies,

modelo Agilent 1260 Infinity Il (HPLC3)

Coluna XTERRA® RPI18 5uM, 4,6 x 250mm
Detetor VWD 1260 Infinity Il G7114A

Software de aquisicao de dados Gina X

4.1.3. Condi¢oes Operacionais

As condig¢des de operagdo do método estao descritas abaixo na Tabela 8:

Tabela 8: Condi¢des de operagio do método

Comprimento de onda 200 e 283 nm

= Cintilacio Detetor com sensibilidade LOQ < 0,5

MBg/mL)
Temperatura | Temperatura da Coluna | : | Temperatura ambiente (ndo controlada)

Fluxo 2| 1.0 mL/min
Volume de inje¢ao 2120yl
Tempo de corrida 2| 15 min

Outros
Programa Isocrético
Fase Movel : | NaH2PO4 6,9g/L
Diluente : | Agua para HPLC

4.2. Validacao do método GC

O método analitico em andlise pertence a categoria Il (sec¢ao de validagio dos
métodos analiticos) e envolve a utilizagao de cromatografia gasosa. Através desta validagao,
pretende-se evidenciar que o método analitico GC utilizado para controlar o teor de Etanol
(EtOH), Acetonitrilo (ACN), e Dimetilacetamida (DMA) no radiofirmaco 6-['F[FDOPA ¢

apropriado para o fim a que se destina.
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Foram realizados testes necessarios para validar o método analitico, incluindo o estudo

do limite de impurezas, que abrange critérios como especificidade, exatiddo, precisdo,

linearidade, limite de detecao, limite de quantificagdo e robustez.

Na tabela 9 sdo apresentados os parametros analiticos que vao ser validados e os

respetivos critérios de aceitagdo.

Tabela 9: Parametros analiticos e critérios de aceita¢ao

Nota: Este parametro pode ser avaliado através da
andlise dos cromatogramas obtidos durante a

avaliagdo dos restantes parametros analiticos.

Parametros Testes Critérios de
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecOes
Branco |
Padrio EtOH | Nenhuma

Seletividade / Padrio ACN ! interferéncia
Especificidade Padrio DMA | significativa enttje o

Amostra | branco e os picos

de interesse.

Amostra N. de injecoes
Padrao EtOH
(25 ppm) 3
LOD PP SIN>3
Padrio ACN 3
(25 ppm)
Padrao DMA 3
(25 ppm)
Amostra N. de injecOes
Padrio EtOH 3
(50 ppm)
LOQ Padrao ACN 3 S/N210
(50 ppm)
Padrao DMA 3
(50 ppm)
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Parametros

Critérios de

.. Testes .
analiticos aceitacao
Amostra N. de injecOes
Padrio EtOH | (de cada
(5 concentragdes) concentragao)
Lineariedade Padrio ACN | (de cada r > 0.99
(5 concentragdes) concentragao)
Padrao DMA | (de cada
(5 concentragdes) concentragio)

Precisao

Amostra

N. de injecoes

Padrio EtOH
(0,05mg/mL)

6

Padrao ACN
(0,02mg/mL)

Padrao DMA
(0,0025mg/mL)

% RSD < 2,5 %

Exatidiao

Amostra

N. de injecoes

Padrao EtOH
(100mg/mL)

6

Padrao ACN
(8,2mg/mL)

Padrio DMA
(21,8mg/mL)

0,75 mL FDOPA+0,25mL

padrdo

0,5 mL FDOPA+0,5mL

padrao

Recuperacio:
100 £ 30%

4.2.1. Padroes, amostras e reagentes

Utilizou-se o material enumerado na Tabela 10 para esta validagio do método.




Tabela 10: Lista de materiais

Nome Lote Marca Abreviacoes
Agua — MilliQ -
Etanol 2178083 Fisher EtOH

Acetonitrilo 2208913 Fisher ACN
Dimetilacetamida STBH5263 Fisher DMA

4.2.2. Equipamento

Cromatégrafo de gas Agilent Technologies, modelo Agilent 6850 (GCOI) equipado com

(Tabela |

1):

Tabela | I: Componentes do cromatégrafo de gas Agilent Technologies, modelo Agilent 6850

(GCol)
Liner Liner 4 mm com |a de vidro (PN #5183-4647 ou equivalente)
- RES-SOLV (30m x 0,53mm x |,0um; PN #190095V-420 ou
oluna
equivalente)
Detetor Detetor de ionizagao de chamas (FID)

Software de aquisicao de

dados

Software Gina Star, versio 4.8

4.2.3. Condi¢oes Operacionais

As condig¢des de operagido do método estiao descritas abaixo na Tabela 12:
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Tabela 12: Condi¢des de operagao do método

Injetor
Modo Split
Temperatura 250 °C
Razdo Split 15:1
Gas Hélio
Liner Liner cénico com 2 de vidro, 4.0 mm ID, PN#5183-4647.
Forno
Tempo de equilibrio 0.00 min
Tempo de corrida 15.0 min
1-:;:::‘50 Temperatura Rampa Teer:ppec:ade
Tl (e (°C/min) i
2 30 0 2
5 50 6,666 0
I5 110 50 9
Detetor
Temperatura 260 °C
Modo Constante

Fluxo gas de arreste

30 mL/min (He)

Fluxo hidrogénio 40 mL/min
Fluxo Ar 300 mL/min
Coluna

HP-Fast Residual Solvent; PN#1095V-420E

Modo Fluxo constante
Fluxo 3.0 mL/min
Comprimento 30 m

Diametro interno 530 um
Espessura do filme 1.0 pm
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5. Resultados e Discussao

5.1. Resultados de HPLC com o detetor UV-VIS

Inicialmente foi utilizado o método Fluorodopa ('®F) (preparado por substituicdo
nucleofilica) que se encontra descrito na monografia 2481 Fluorodopa ('®F) (preparado por
substituicdo nucleofilica) da Farmacopeia Europeia, utilizando como fase moével A dgua com
acido trifluoroacético (TFA) (0,08%) e como fase mével B Acetonitrilo 100% como fase moével,

e um fluxo de | ml/min (Tabela 13) (30).

Tabela 13: Gradiente de concentragio

Tempo Fase moével A Fase mével B
(min) (per cent VIV) (per cent VIV)
0-10 98 2
10-13 98 > 95 225
13-20 95 5
20-35 95>5 5->95
35-37 5 95

O resultado deste método demonstrou uma sobreposi¢cao dos picos de SnCl e 6-
hidroxidopa (figura 7). Por essa razdo, o fluxo foi reduzido para 0,6 ml/min com o intuito de
melhorar a separagio dos compostos, porém foi observado que a 6-hidroxidopa sofria
degradacao, formando um pico sobreposto ao do SnCl, o que inviabilizou o método (figura 8

e 9).
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Figura 7: Cromatograma do resultado do método nucleofilico com fluxo de ImL/mL
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100{mAU DAD: Signal B, 200 nm/Bw:4 nm Ref 360 nm/Bw:100 nm

N |
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Figura 8: Cromatograma da injegao de 0,15 mg/ml de SnCl

5.88{mAU *1000 DAD: Signal A, 283 nm/Bw:4 nm Ref 450 nm/Bw:100 nm
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00"00 0200 04’00 06'00 0800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 min

Figura 9: Cromatograma da injegdo de 0,01 mg/ml de 6-hydroxydopa

Devido a co-elui¢do dos picos de degradagdo da 6-hidroxidopa com o pico do SnCl,
optou-se por adotar um método alternativo, descrito na monografia 2481 Fluorodopa ('®F)
(preparado por substituicao eletrofilica) da Farmacopeia Europeia (31).

Realizou-se uma substitui¢ao da coluna XTERRA® RP18 5uM, 4,6 x 250mm pela coluna
Luna® 5pym CI8 (2) 100, 250 x 4mm e a fase movel foi alterada para NaH2PO4 6,9g/L.
Inicialmente, utilizou-se um fluxo de 1.0 mL/min, conforme especificado na farmacopeia, no
entanto, nao foi observada separacio dos compostos SnCl e 6-hidroxidopa. Para tentar
melhorar a separacio, reduziu-se o fluxo para 0,8 mL/min, mas sem sucesso. Posteriormente,
optou-se por retornar a coluna inicial XTERRA® RP18 5uM, 4,6 x 250mm), mantendo a fase
movel utilizada na outra coluna, e o fluxo foi ajustado para 1,0 mL/min, o que permitiu a

observacgao da separagdao dos compostos (Figura 10).

-3.69mAU *1000 DAD: Signal B, 200 nm/Bw:4 nm Ref 360 nm/Bw:100 nm
-3.704
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Figura 10: Cromatograma do resultado do método eletrofilico com fluxo de ImL/mL

E importante mencionar que, além do SnCl e da 6-Hidroxidopa, também foram
validadas a Levodopa e a 6-FDOPA neste método analitico. O resultado mais importante desta
validagido foi que este método demonstrou ter a melhor capacidade de separagdao entre os
picos, com um valor de resolucdo de |,6. Isso significa que o método conseguiu separar de

forma eficaz e precisa os diferentes componentes do radiofairmaco. Portanto, esta modificagao
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do método provou ser particularmente eficaz na separagiao e quantificagio desses compostos,
tornando-o a escolha preferencial para essa finalidade.
Posto isto avangou-se com este método para validagao dos métodos analiticos das

impurezas referidas anteriormente.

5.1.1. Seletividade

A seletividade foi realizada para garantir que o método é capaz de resolver os picos de
Cloreto de estanho, Levodopa, 6-hiydroxiydopa e 6-F-DOPA e que n3o haja interferéncia
significativa entre o branco e o pico de interesse.

Este parametro foi avaliado através da inje¢ao de cada uma das seguintes solugdes uma

vez:

e Um branco;

¢ Solugdo padrio de referéncia com concentragiao de 0,05 mg/mL de SnCl;

e Solugdo padrio de referéncia com concentragao de 0,02 mg/mL de Levodopa;

e Solugdo padrio de referéncia com concentracio de 0,0025 mg/mL de 6-
Hidroxidopa;

e Solugdo padrio de referéncia com concentracgao de 0,01 |5 mg/m de 6-Fluoro-
L-DOPA;

e Amostra de F-DOPA

601m DAD: Signal B, 200 nm/Bw:4 nm Ref 360 nm/Bw:100 nm
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Figura 11: Branco
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Figura 12: Solugao Referéncia de SnCl (0,05 mg/ml)
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Figura 13: Solu¢ao Referéncia de Levodopa (0,02 mg/ml)
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Figura 14: Solugao Referéncia de 6-Hydroxydopa (0,0025 mg/ml)
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Figura 15: Solugdo Referéncia de 6-Fluoro-L-DOPA (0,01 15 mg/ml)
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Figura 16: Amostra de F-DOPA

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que os compostos em estudo estio
separados de quaisquer outros picos, € a amostra em branco n3o apresentou interferéncia
nos tempos de retencio dos picos de interesse. Dessa forma, pode-se concluir que a
seletividade do método analitico atendeu a todos os critérios de aceitagio estabelecidos no

protocolo de validagao, validando assim, o método analitico como seletivo.
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5.1.2. Limite de Detecdo (LOD)

5.1.2.1. Cloreto de Estanho (SnCl)

O limite de detecio foi determinado pela injecdo em triplicado da solugio de
concentragao de 0,0025mg/mL. Foi avaliado o parametro sinal-ruido do pico em andlise cujo
critério de aceitagio é S/N > 3. A Tabela 14 mostra os resultados obtidos nesta avaliagio. A

Figura 17 apresenta um cromatograma LOD representativo.

Tabela 14: Resultados LOD para SnCl

Injecao Concentra¢ao (mg/ml) Area S/N
I 31,16 I5
2 0,0025 42,18 12
3 47,33 18
Critérios de Aceitagdo S/N >3
Conformidade Cumpre

Dado que as trés injegdes cumpriam com o critério de aceitagiao estabelecido, o limite

de detecdo para o cloreto de estanho foi estabelecido para a concentragao de 0,0025mg/mL.
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Figura 17: Cromatograma LOD para SnCl

5.1.2.2. Levodopa

O mesmo tipo de estudo foi realizado para o composto levodopa, para a concentragao
de 0,0025mg/mL. Os resultados sido apresentados na Tabela 15. A Figura 18 apresenta um

cromatograma LOD representativo.
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Tabela 15: Resultados LOD para Levodopa

Injecao Concentra¢iao (mg/mL) Area S/N
I 82,07 26
2 0,0025 92,59 26
3 105,08 28
Critérios de Aceitagio S/IN >3
Conformidade Cumpre

Para as trés injegdes obtiveram-se valores de S/N de 26, 26 e 28. Assim foi determinada

o limite de detec¢ao para a levodopa.

maAl DAD: Signal A, 283 nm/Bw:4 nm Ref 450 nm/Bw:100 nm|
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Figura 18: Cromatograma LOD para Levodopa

5.1.2.3. é-Hidroxidopa

Uma vez mais, injetou-se em triplicado uma solugiao de concentragdo de 0,0005mg/mL
da 6-hidroxidopa para determinar o limite de detecdo. A Figura |9 apresenta um

cromatograma LOD representativo. Os resultados encontram-se na Tabela |6.

Tabela 16: Resultados LOD de 6-hidroxidopa

Injecao Concentra¢ao (mg/ml) Area S/N
I 19,11 6
2 0,0005 18,65 5
3 18,71 6
Critérios de Aceitagio S/IN >3
Conformidade Cumpre
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A partir dos resultados obtidos verificou-se que os critérios de aceitacdo para o LOD
foram atendidos, uma vez que S/N para as trés inje¢des é superior a 3. Assim, a concentragao

de LOD foi definida para a concentragdao de 0,0005 mg/mL.
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Figura 19: Cromatograma LOD para 6-hidroxidopa

5.1.2.4. 6-Fluoro-L-DOPA

Finalmente, o limite de detecio para o produto principal foi avaliado, para uma
concentragao 0,001 mg/mL. A solucdo foi novamente injetada trés vezes. Os resultados de

LOD s3o apresentados na Tabela I7. A Figura 20 apresenta um cromatograma LOD

representativo.

Tabela 17: Resultados LOD de 6-Fluoro-L-DOPA

Injecao Concentra¢ao (mg/ml) Area S/N
I 32,11 4
2 0,001 23,36 3
3 27,99 5
Critérios de Aceitagio S/IN >3
Conformidade Cumpre

Os resultados obtidos demonstram que o limite de detecio foi estabelecido para a

concentragao de 0,001 mg/mL.
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Figura 20: Cromatograma LOD para 6-Fluoro-L-DOPA
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5.1.3. Limite de Quantificacdao (LOQ)

5.1.3.1. Cloreto de Estanho (SnCl)

O limite de quantificagdo para o cloreto de estanho foi avaliado pela preparagdo e
injecdo, em triplicado, de uma solugdo de 0,005 mg/mL, no HPLC, e avaliou-se o parametro
sinal-ruido do pico em andlise. Este procedimento foi repetido 3 vezes.

Os resultados de LOQ s3ao mostrados na Tabela 18. A Figura 21 mostra um cromatograma

LOQ representativo para o pico do cloreto de estanho.

Tabela 18: Resultados LOQ do SnCl

Injecao Concentra¢dao (mg/mL) Area S/N
I 45,83 17
2 0,005 50,73 18
3 52,06 21
Critérios de Aceitagio SIN> 10
Conformidade Cumpre

A partir dos resultados obtidos verificou-se que os critérios de aceitagao para o LOQ
foram atendidos, uma vez que S/N para as trés injecoes é superior a |10. Assim, a concentragao

de LOQ foi definida para a concentragao de 0,005 mg/mL de cloreto de estanho.
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Figura 21: Cromatograma LOQ para SnCl

5.1.3.2. Levodopa

O mesmo procedimento foi utilizado para determinagio do LOQ da levodopa. Foi
injetada em triplicado uma solugdo de 0,005 mg/mL. A Figura 22 apresenta um cromatograma

LOQ representativo. Os resultados sao apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados LOQ da Levodopa

Injecao Concentrag¢iao (mg/mL) Area S/N
I 115,55 36
2 0,005 131,77 31
3 139,24 39
Critérios de Aceitagio S/IN> 10
Conformidade Cumpre

As trés injecdes apresentaram valores de S/N superior a 10, pelo que o LOQ foi

estabelecido para esta concentragdo.
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Figura 22: Cromatograma LOQ para Levodopa
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5.1.3.3. 6-Hidroxidopa
Para determinar o LOQ, injetaram-se 20ul da solugio de 6-hidroxidopa com a

concentragao 0,001 mg/mL e verificou-se o resultado. Este procedimento foi repetido 3 vezes.

A Figura 23 apresenta um cromatograma LOQ representativo.

Tabela 20: Resultados LOQ de 6-Hydroxydopa

Injecao Concentrag¢ao (mg/mL) Area S/N
I 51,33 I5
2 0,001 52,62 14
3 48,92 14
Critérios de Aceitagdo SIN> 10
Conformidade Cumpre

Mais uma vez, dado que para as trés injegdes o critério de S/N foi cumprido, a

concentrac¢ao de 0,001 mg/mL da 6-hidroxidopa foi estabelecida como limite de quantificacao.
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Figura 23: Cromatograma LOQ para 6-Hidroxidopa

5.1.3.4. 6-Fluoro-L-DOPA

Por fim, o limite de quantificagio para o produto principal foi avaliado, para uma
concentragiao 0,0025 mg/mL. A solucgio foi novamente injetada trés vezes. Os resultados de
LOQ siao apresentados na Tabela 21. A Figura 24 apresenta um cromatograma LOQ

representativo.
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Tabela 21: Resultados LOQ de 6-Fluoro-L-DOPA

Injecao Concentra¢ao (mg/ml) Area S/N
I 77,65 12
2 0,0025 77,68 I5
3 94,32 Il
Critérios de Aceitacio S/IN> 10
Conformidade Cumpre

A partir dos resultados obtidos verificou-se que os critérios de aceitagao para o LOQ
foram cumpridos, uma vez que S/N para as trés injecdes é superior a 10. Assim, a
concentragao de LOQ foi definida para a concentragao de 0,0025 mg/mL de 6-Fluoro-L-

DOPA.
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Figura 24: Cromatograma LOQ para 6-Fluoro-L-DOPA

5.1.4. Linearidade

5.1.4.1. Cloreto de Estanho (SnCl)

A linearidade para o cloreto de estanho foi avaliada preparando e injetando uma vez
seis solugdes com as seguintes concentragdes: 0,06 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,02
mg/mL, 0,0 mg/mL e 0,005 mg/mL. As preparacdes e resultados para a linearidade sao

apresentados na Tabela 22. A Figura 25 apresenta o gréfico de linearidade.
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Tabela 22: Resultados da linearidade do Cloreto de Estanho

Esquema de Concentracao ;
Solugdo stock Area r?
diluicao (mg/mL)
0,05 mL/ 100 mL 0,005 47,7
0,05 mL /50 mL 0,01 101,57
0,1 mL /50 mL 0,02 51,3
100 mg /10 mL 0.99
0,2 mL /50 mL 0,04 388,12
0,25 mL / 50 mL 0,05 488,73
0,3 mL /50 mL 0,06 559,81
Critérios de Aceitagdo > 0.99
Conformidade Cumpre
600
R?=0,9924-®
500 o
400 o
<
& 300
g
200
-'..
100 *
o
0
0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
CONCENTRACAO

Figura 25: Grifico de linearidade do Cloreto de Estanho

A linearidade para cloreto de estanho foi comprovada desde LOQ (0,05 mg/mL) até

120% da concentragio alvo (0,05 mg/mL) ap6s avaliar que o critério de r?é cumprido.

5.1.4.2. Levodopa

A linearidade para a levodopa foi também avaliada através da injecao de seis solu¢des
com as seguintes concentrag¢des: 0,005 mg/mL, 0,0075 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0,015 mg/mL, 0,02

mg/mL e 0,024 mg/mL. As preparagdes e resultados para a linearidade estao apresentados na

Tabela 23. A Figura 26 apresenta o gréfico de linearidade.
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Tabela 23: Resultados da linearidade da Levodopa

Solucao Esquema de Concentracao .
Area r?
stock diluicao (mg/mL)
0,05 mL / 100 mL 0,005 119,75
0,075 mL / 50 mL 0,0075 178,69
0,1 mL /50 mL 0,01 229,65
50 mg /10 mL 0.99
0,15 mL /50 mL 0,015 292,02
0,2 mL /50 mL 0,02 412,38
0,24 mL / 50 mL 0,024 461,51
Critérios de Aceitagdo > 0.99
Conformidade Cumpre
500
450 Rz = 0,99!fl.-.
400 .
350 e
< 300 .
g .
& 250
< 500 . *
i
150 e
100 L]
50
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03

CONCENTRACAO

Figura 26: Grifico da linearidade da Levodopa

Através do cilculo da linearidade obtivemos o resultado apresentado no grifico, com
um valor de r? = 0,99. Este valor encontra-se dentro dos paridmetros pretendidos pelo que a

linearidade foi comprovada.
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5.1.4.3. é6-Hidroxidopa
No caso da 6-hidroxidopa a linearidade foi testada por injegdo das solugdes 0,003
mg/mL, 0,0025 mg/mL, 0,0015 mg/mL, 0,0013 mg/mL e 0,001 mg/mL por preparadas a partir

da solucdo stock com concentracdo 0,1 mg /mL. Os resultados estdo apresentados abaixo.

Tabela 24: Resultados da linearidade de 6-Hidroxidopa

Solucao Esquema de Concentracao .
Area r?
stock diluicao (mg/ml)
0,03mL/ I mL 0,003 248,60
0,025 mL/ I mL 0,0025 198,00
| mg/10mL | 0,0I5mL/ 1 mL 0,0015 87,58 0,99
0,013 mL/ I mL 0,0013 67,10
0,0l mL/ 1 mL 0,001 54,70
Critérios de Aceitaciao >0.99
Conformidade Cumpre
300
250 R*=0,9925 @
200 o
< .
i 150
g
100 .
)
50 e
0
0 0,0005 0001 00015 0002 00025 0003 00035
CONCENTRACAO

Figura 27: Grifico da linearidade da 6-Hidroxidopa

Através do célculo da linearidade obtivemos o resultado apresentado no grafico, com

um valor de r? = 0,9925. Este valor encontra-se dentro dos parimetros pretendidos.
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5.1.4.4. 6-Fluoro-L-DOPA

A linearidade do produto principal foi também estudada para as seguintes
concentragdes: 0,0025 mg/mL, 0,005 mg/mL, 0,0075 mg/mL, 0,01 mg/mL, 0,0115 mg/mL e

0,0138 mg/ml. Os resultados para a linearidade estao apresentados na Tabela 25 e Figura 28.

Tabela 25: Resultados da linearidade de 6-Fluoro-L-DOPA

Solucdo Esquema de Concentragao ,
Area r?
stock diluicao (mg/ml)
0,0125mL/ I mL 0,0025 63,54
0,025 mL/ I mL 0,005 11591
0,0375mL/ | mL 0,0075 168,29
100 mg /10 mL 1,0
0,05mL/ 1 mL 0,01 222,38
0,0575 mL/ | mL 0,0115 255,88
0,069 mL/ | mL 0,0138 290,37
Critérios de Aceitacio >0.99
Conformidade Cumpre
350
300 *=09975..9
250 e
o
€ 200
‘5 150 |- o
100 | e X
50 o
0
0 0,005 0,0l 0,015
CONCENTRACAO

Figura 28: Gréfico de linearidade da 6-Fluoro-L-DOPA

Os resultados provam linearidade para 6-Fluoro-L-DOPA dado que apresenta um valor

de r? de 1.0, valor este que cumpre os requisitos pré-estabelecidos.
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5.1.5. Precisido

Para a validagdo da precisdo temos de calcular a %RSD através do cdlculo da média e
do desvio-padrio. Para isso injetaram-se 20pl da solugao SnCl de concentragao 0,05 mg/mL
de Levodopa de concentragdao 0,02 mg/ml, da solu¢ao 6-Hidroxidopa de concentracio 0,0025
mg/ml e da solu¢io 6-Fluoro-L-DOPA de concentragao 0,00115 mg/ml e repetiu-se o
procedimento 6 vezes. A % RSD (razio do desvio padrio e a média) das areas dos picos nas
seis inje¢des foi calculada para demonstrar que o sistema cromatogréfico apresenta precisao.

Os resultados s3ao apresentados na Tabela 26.

Tabela 26: Resultados da precisao

; Area Area Area
Injecdo Area SnCl
Levodopa 6-Hidroxidopa 6-Fluoro-L-DOPA
! 531,67 440,76 175,78 238,99
2 517,56 454,54 176,28 238,73
3 518,12 441,19 173,88 237,27
4 518,87 433,53 176,94 241,49
5 521,7 440,14 180,95 239,89
6 526.09 434,19 172,85 235,60
% RSD I,1% 1,7% 1,6% 0,86%
Critério de
%RSD < 2,5
Aceitacao
Conformidade Cumpre
Nota:

Desvio—padrio
Média

(1) %RSD = x 100

A partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que a % RSD das dreas dos picos da
solu¢io padrio atendeu ao critério de aceitagio. Portanto, a precisio do método foi

comprovada.
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5.2. Resultados de HPLC com o detetor de atividade

Para realizar a validagdo da metodologia de HPLC com o detetor de atividade foram

preparadas as solugdes apresentadas na Tabela 27.

Tabela 27: Lista de solugdes

Nome Diluicao Concentracao
Solugdo Bl I Solugdo de 243 MBq/mL
Solugiao B2 2 Solugao Bl diluida 2 vezes
Solucao B3 20 Solucgiao B2 diluida 10 vezes
Solucio B4 200 Solugao B3 diluida 10 vezes
Solugio B5 400 Solucao B4 diluida 2 vezes

5.2.1. LOQ

O limite de quantificagdo do detetor foi avaliado injetando trés vezes, em diferentes
momentos, uma solugdo diluida 400 vezes de F-DOPA (Referéncia B5) a partir de uma solugédo
inicial com uma atividade inicial de 243 MBq/mL (Referéncia Bl).

Determinou-se a atividade corrigida pelo decaimento, cujo S/N>10 foi determinado. A mais
baixa dessas atividades corrigidas pelo decaimento corresponde ao limite de quantificagao. Os

resultados do LOQ s3o apresentados na Tabela 28.

Tabela 28: Resultados LOQ de F-DOPA

Sample Corr.Act./mL (MBq/mL) S/N
Ref B5_01 0,225 I
Ref B5_02 0,201 10
Ref B5_03 0,18l 13
S/N210
Critério de Aceitagao
(LOQ < 0,5 MBg/mL)
Conformidade Cumpre
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5.2.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada através da preparacido e injecdao de cinco solu¢des diferentes

de F-DOPA cuja dilui¢do varia entre 2 e 400 vezes (Referéncias B2 a B5) a partir de uma

solu¢do de iniciagio com atividade inicial de 243 MBq/mL (Referéncia Bl) em diferentes

momentos. As preparagdes de linearidade e os resultados sao apresentados na Tabela 29. A

Figura 29 apresenta o gréfico de linearidade.

Tabela 29: Resultados da linearidade de F-DOPA

Linearidade

Amostra Fator | Atividade Tempo Tempo | At | Atividade Area 2
Dil. (MBq) Inj. | (min) Corr.
Ref BI_Ol | 15:13:00| O 4,8600 | 694986,0000
Ref B2_0l 2 15:32:00| 19 2,1551 353974,3000
Ref B3_Ol 20 15:48:00 | 35 0,1948 41381,3300
Ref B4_0l 200 243 15:13:00 | 16:06:00 | 53 0,0174 3457,6670 0,99
Ref B5_01 | 400 17:50:00 | 157 0,0045 743,0000
Ref B5_02 | 400 18:08:00 | 175 0,0040 722,7000
Ref B5_03 | 400 18:25:00 | 192 0,0036 609,0000
Critério de Aceitagao >0,99
Conformidade Cumpre
Nota:

(1) dcA [kBq]

onde:

V x A x 0,541/1097

f

V = Volume de inje¢ao (mL)

A = Concentragdo de atividade (Referéncia Bl) (MBg/mL)

At = Diferenca de tempo entre a medicao da concentracgio de atividade (Referéncia Bl) e o

tempo de injecao por HPLC (min)
f = Fator de diluicdao (por exemplo, I, 2, 20, 200, 400)
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Figura 29: Grifico de linearidade da F-DOPA

A linearidade do detetor (uma vez que o detetor de cintilagio n3do depende do

produto) foi comprovada de LOQ (0,181 MBg/mL) a 243 MBg/mL.

5.2.3. Repetibilidade

A repetibilidade da F-DOPA foi avaliada efetuando seis injecdes consecutivas de F-
DOPA a partir de uma solugdo de partida com uma atividade inicial de 2684,8 MBq/mL.
A % RSD da razio entre a area do pico da F-DOPA e as atividades corrigidas correspondentes
foi calculada para demonstrar a repetibilidade do método analitico.

Os resultados s3ao apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30: Resultados da precisiao de F-DOPA

Repetibilidade DOPA

Amostra F;ti:" A:;'::;’e Tempo | Inj. Time | At (min) Atg(':ide Area | DOPA RF
Ref BI_Ol [1:15:00 182 17,00247098 | 2148377,000 | 126356,7515
Ref B1_02 [1:31:00 198 15,36760247 | 2122449,00 | 138111,9146
Ref B1_03 1 1:48:00 215 13,80244651 | 2073633,800 | 150236,6844
Ref B1_04 ! 26848 08:13:00 12:04:00 231 12,47527558 | 1904395,700 | 152653,5977
Ref B1_05 12:21:00 248 11,20469665 | 1726708,800 | 154105,8052
Ref BI_06 13:06:00 293  |8,431691153| 1149617,00 | 136344,7711

Desvio-padrao 11082,2

Média 142968,3

%RS 8%

Critério de Aceitagao %RSD < 10

Conformidade Cumpre

Nota:
(1) RF = Area do Pico

Tempo de Injecio da Radioatividade

Com base nos resultados obtidos, observou-se que o critério de aceitagio o foi

cumprido. Por conseguinte, pode concluir-se que foi demonstrada a repetibilidade do método

analitico para F-DOPA.

5.2.4. Exatidao

O parametro da exatidiao nio foi avaliado porque o detetor de atividade nio depende
do produto e da matriz, mas apenas do radionuclideo. Neste método analitico o detetor UV-
Vis é utilizado exclusivamente para comprovar a identidade. As impurezas s3o avaliadas com
o detetor de atividade e, como o detetor depende apenas do radionuclideo em estudo e ndo

de produto e matriz, optou-se, com base neste racional, por nao avaliar este parametro.
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5.3. Resultados do GC

5.3.1. Seletividade / Especificidade

A seletividade foi realizada para garantir que o método é capaz de resolver os picos de
EtOh, ACN e DMA e que nao haja interferéncia significativa entre o branco e o pico de
interesse.

Este parametro foi avaliado através da inje¢ao de cada uma das seguintes solugdes uma

VezZ:

Um branco;

e Solugdo padrdo de referéncia de EtOH 5000 ppm;
¢ Solugdo padrio de referéncia de ACN 410 ppm;
e Solugdo padrio de referéncia de DMA 1090 ppm;
e Amostra de F-DOPA

Os cromatogramas representativos sao apresentados nas Figuras 30 a 33.
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Figura 30: Cromatograma do Branco
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Figura 31: Cromatograma de referéncia do EtOH 5000 ppm
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Figura 32: Cromatograma de referéncia do ACN 410 ppm
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Figura 33: Cromatograma de referéncia do DMA 1090 ppm
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5.3.2. Limite de Detecdo (LOD)

O limite de detecdo foi avaliado através da injegao repetida trés vezes em diferentes
pontos de tempo solugdes com metade da concentragdo de LOQ de EtOH, ACN e DMA, ou
seja, com concentragao de 25ppm.

Os resultados do LOD s3o apresentados nas Tabelas 31, 32 e 33.

Tabela 31: Resultados de LOD de EtOH

Injecao Concentrag¢do (ppm) Area S/N

I 10.6 536

2 25 10.24 567

3 10.83 600
Critérios de Aceitacao SIN >3
Conformidade Cumpre

Tabela 32: Resultados de LOD de ACN

Injecao Concentrag¢do (ppm) Area S/N

I 11.28 848

2 25 11.57 888

3 12.18 935
Critérios de Aceitaciao SIN >3
Conformidade Cumpre

Tabela 33: Resultados de LOD de DMA

Injecao Concentrag¢dao (ppm) Area S/N

I 11.72 553

2 25 11.72 546

3 12.1 561
Critérios de Aceitacao S/IN2>3
Conformidade Cumpre
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Os resultados obtidos tiveram os valores superiores ao estabelecido, uma vez que os
valores de LOD tém de ser superiores a 3, estas solugdes encontram-se dentro dos

parametros.

5.3.3. Limite de Quantificacdao (LOQ)

O limite de quantificagdo foi avaliado através da injecdo repetida trés vezes em
diferentes pontos de tempo solugdes diluidas com concentragao de 50 ppm de EtOH, ACN
e DMA a partir de solugdes iniciais de 5000 ppm, 410 ppm e 1090 ppm respetivamente.

Os resultados do LOQ sao apresentados nas Tabela 34, 35 e 36.

Tabela 34: Resultados de LOQ de EtOH

Injecdo Concentrag¢do (ppm) Area S/N

I 40.96 2507

2 50 42.78 2741

3 37.78 2403
Critérios de Aceitacio S/IN> 10

Conformidade Passa

Tabela 35: Resultados de LOQ de ACN

Injecdo Concentrag¢dao (ppm) Area S/N

I 24.7 1947

2 50 25.62 2068

3 22.64 1811
Critérios de Aceitagao S/IN> 10

Conformidade Passa
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Tabela 36: Resultados de LOQ de DMA

Injecao Concentrag¢ao (ppm) Area S/N
I 17.36 827
2 50 16.93 791
3 15.27 719
Critérios de Aceitagio S/IN> 10
Conformidade Passa

Os resultados obtidos tiveram os valores superiores ao estabelecido, uma vez que os
valores de LOQ tém de ser superiores a |0, estas solugdes encontram-se dentro dos

parametros.

5.3.4. Linearidade

A linearidade do EtOH foi avaliada através de preparagdo e injecdo de sete solugdes
diferentes cuja diluicdo varia entre 50 ppm e 6000 ppm a partir de uma solugdo inicial com

5000 ppm.

As preparagoes de linearidade e os resultados sao apresentados na Tabela 37. A figura

34 apresenta o gréfico de linearidade.

Tabela 37: Resultados de linearidade EtOH

Injecao Concentrag¢do (ppm) Area r?

I 50 41.88

2 500 175.51

3 1000 287.38

4 2500 766.04 0.99

5 4000 1101.65

6 5000 1377.28

7 6000 1708.59

Critérios de Aceitagio >0.99
Conformidade Cumpre
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Figura 34: Regressao linear para EtOH desde LOQ (50 ppm) até 6000 ppm.

A linearidade do ACN foi avaliada através de preparacio e injecdo de sete solu¢des
diferentes cuja dilui¢ao varia entre 50 ppm e 492 ppm partir de uma solugio inicial com 410
pPpm.

As preparagoes de linearidade e os resultados sao apresentados na Tabela 38. A figura

35 apresenta o gréfico de linearidade.

Tabela 38: Resultados de linearidade ACN

Injecao Concentragao (ppm) Area r?

I 50 2461

2 100 49.54

3 200 94.02

4 300 140.13 0.99

5 350 158.87

6 410 171.23

7 492 215.84

Critérios de Aceitacio >0.99
Conformidade Cumpre
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Figura 35: Regressdo linear para ACN desde LOQ (50 ppm) até 492 ppm.

A linearidade do DMA foi avaliada através de preparacgio e injecao de sete solugdes
diferentes cuja diluicao varia entre 50 ppm e 1308 ppm a partir de uma solugdo inicial com
1090 ppm.

As preparagoes de linearidade e os resultados sao apresentados na Tabela 39. A figura

36 apresenta o grifico de linearidade.

Tabela 39: Resultados de linearidade DMA

Injecao Concentrag¢dao (ppm) Area r?

' >0 17,71

2 100 32,33

3 250 68,9

4 500 147,51 1,00

5 750 222,87

6 1090 288,00

7 1308 369,39

Critérios de Aceitagio >0.99
Conformidade Cumpre
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Figura 36: Regressao linear para DMA desde LOQ (50 ppm) até 1308 ppm.

Através do calculo da linearidade obtivemos os resultados apresentados nos graficos
anteriores, com valores de r? =0,9979, r? =0,9945 e r? =0,9955. Este valor encontra-se dentro

dos parametros pretendidos.

5.3.5. Precisao

A repetibilidade para EtOh, ACN e DMA foi avaliada através da realizagio de seis
injecdes consecutivas a partir de cada uma das solugdes iniciais com concentra¢des de 5000
ppm, 410 ppm e 1090 ppm, respetivamente.

A % RSD das dreas dos picos principais foi avaliada através do célculo da média e do

desvio-padrdo e os resultados sdo apresentados na Tabela 40, 41 e 42.
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Tabela 40: Resultados de repetibilidade para EtOH

Injecao Area
I 1127.58
2 1279.52
3 1056.13
4 1268.40
1348
6 1283.28
% RSD 8.70
Critério de Aceitacao %RSD < 10
Conformidade Cumpre

Tabela 41: Resultados de repetibilidade para ACN

Injecao Area

I 140.79

2 158.18

3 130

4 155.9

167.22

6 159.51

% RSD 8.78

Critério de Aceitagio %RSD < 10

Conformidade Cumpre
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Tabela 42: Resultados de repetibilidade para DMA

Injecao Area

I 244.65

2 219.54

3 228.98

4 232.35

222.15

6 233.76

% RSD 391
Critério de Aceitagiao %RSD < 10

Conformidade Cumpre

Com base nos resultados obtidos, verificou-se que o critério de aceitagio estabelecido

no protocolo de validagdo foi cumprido. Dessa forma, pode concluir-se que a repetibilidade

do método analitico para EtOH, ACN e DMA foi comprovada.

5.3.6. Exatidao

As diretrizes do ICH referem que a validagao da exatidao deve ser feita através de trés

niveis e trés injecoes de cada. A exatidio do método para o Etanol, ACN e DMA foi avaliada

através da prova de conceito com um nivel e uma inje¢dio de uma amostra 6-['SFJFDOPA

contaminada com os solventes em andlise (etanol, ACN e DMA). Os resultados sdo

apresentados na Tabela 43, 44 e 45.

Tabela 43: Resultados de exatidao para o etanol

Area de Média ~
Preparacio amostras OIS Area Sl Recuperacao
P . Teorica . Obtida ) @
contaminadas Precisdo
I 493,48 2500 1227,15 2011 80
Critério de Aceitagao 100 £ 30
Conformidade Passa

Legenda: Conc- concentragio;
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Tabela 44: Resultados de exatiddao para o ACN

Area de Média ~
Preparacio amostras Conc. Area Conc. Recuperacdo
paras . Teérica °2 | Obtida ® @
contaminadas Precisao
I 98,82 205 151,93 261 127
Critério de Aceitagao 100 £+ 30
Conformidade Passa
Legenda: Conc. — concentragdo.
Tabela 45: Resultados de exatidao para o DMA
Area de Média ~
Preparacio amostras Conc. Area Conc. Recuperacdo
paras . Teodrica . ~ Obtida @
contaminadas Precisao
I 127,12 545 230,24 602 110
Critério de Aceitagao 100 £ 30
Conformidade Passa

Legenda: Conc. — concentragio.

(1) (Aobtidax Cprecisio) | APrecisio

(2) Cobtida / CTesrica) x 100

A prova de conceito realizada evidencia que método analitico é exato, embora

tivessem de ser realizadas mais injegcdes para o nivel de contaminagao em estudo e, também,

estudados outros niveis de contaminagao.
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6. Conclusoes

Em conclusio, a validagdo destes métodos analiticos HPLC e GC é muito importante
para garantir a qualidade do radiofirmaco 6-['®FJFDOPA. Através de uma série de ensaios
com critérios de aceitagdo bem estabelecidos, foi possivel verificar que ambos os métodos
sao apropriados para o fim a que se destinam, ou seja, a determinagdo precisa e confidavel dos
componentes e impurezas no radiofirmaco.

No método HPLC, apds algumas otimizagdes, como a troca da coluna cromatografica
e ajustes na fase movel o método demonstrou ter a melhor capacidade de separagdo entre os
picos de cloreto de estanho e 6-hidroxidopa, com uma resolugdo de 1,6. Isso evidencia a
seletividade apresentada pelo método para cloreto de estanho, levodopa, 6-hidroxidopa e 6-
Fluoro-L-DOPA, garantindo que n3o havia interferéncia significativa entre o branco e cada um
dos picos de interesse. Os limites de detecdo e quantificacdo para cada um dos componentes
foram estabelecidos em niveis que nos permitem detetar e quantificar cada um dos compostos
em andlise. Além disso, a linearidade foi comprovada para cada componente, tendo o método
apresentado uma relagdo linear entre a concentragdo do analito e a resposta em toda a faixa
de trabalho, quer para o detetor UV-Vis quer com o detetor de atividade. A precisdo e a
repetibilidade do método foram demonstradas com base na %RSD das 4reas dos picos.

No método GC, também foi demonstrada a seletividade adequada e os limites de
detecdo e quantificacdo atenderam aos requisitos estabelecidos. A linearidade foi comprovada
para o etanol, acetonitrilo e dimetilacetamida, e a repetibilidade do método foi verificada com
base na %RSD das dreas dos picos que foram 9%, 9% e 4%, respetivamente, valores estes
inferiores a 10%, critério de aceitagdo previamente estabelecido. Para a exatidao, foi realizada
uma prova de conceito que mostra que o método é exato, embora mais estudos fossem
necessarios.

Portanto, a validagdo completa destes métodos analiticos assegura a identidade e
qualidade do radiofirmaco 6-['SFJFDOPA, demonstrando que estd de acordo com as
diretrizes estabelecidos e que é seguro para ser usado em procedimentos médicos. Essa
validacio desempenha um papel fundamental na protecdo da salide publica e ao garantir que

os doentes recebem tratamentos seguros e eficazes.
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