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RESUMO

A validacdo da metodologia analitica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para
o controle de qualidade do radiofarmaco 18F-PSMA-1007 foi realizada utilizando um processo
essencial, que envolve a determinacdo de parametros de desempenho, estudos de robustez e
estabilidade, seletividade, linearidade, precisdo, exatidao e limites de deteccéo e quantificagao.
A partir dos parametros utilizados, foi possivel garantir a seguranca e a eficacia dos
radiofarmacos que sdo utilizados em exames de imagem molecular de prostata, além da
metodologia atender os requisitos obrigatorios da norma regulamentadora RDC 166. Os
resultados demonstraram que o método empregado €é eficaz para a determinacao da impureza,
mas ndo apresentou um grau de robustez confidvel, o que ndo inviabiliza a utilizacdo deste
método, mas obriga 0 acompanhamento dos parametros definidos na robustez que néo tiveram
um desempenho satisfatorio, como a variacdo da concentracdo do gradiente e a coluna de
fabricantes diferentes. Para os demais parametros exigidos, 0 método demonstrou um alto grau

de confiabilidade.

Palavras-chave: validacdo; radiofarmaco; metodologia.



ABSTRACT

The validation of the analytical methodology of high performance liquid
chromatography (HPLC) for the quality control of the radiopharmaceutical 18F-PSMA-1007
was carried out using an essential process, which involves the excellence of performance
standards, studies of robustness and stability, selectivity, linearity, precision, accuracy and
limits of detection and quantification. From the parameters used, it was possible to guarantee
the safety and efficacy of the radiopharmaceuticals that are used in molecular imaging tests of
the prostate, the methodology meeting the mandatory requirements of the regulatory standard
RDC 166. The results proved that the applied method is also effective for the impurity
projected, but did not present a reliable degree of robustness, which does not make the use of
this method unfeasible, but requires the monitoring of the parameters defined in the robustness
that did not have a projected performance, such as the variation in the concentration of the
gradient and the column of different manufacturers. For the other required parameters, the

method demonstrated a high degree of reliability.

Keywords: validation; radiopharmaceutical; methodology.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

Atualmente a medicina nuclear e a utilizacdo de radionuclideos para diagndstico e
tratamento oncoldgico sdo amplamente conhecidas, como por exemplo as imagens de
tomografia por emissdo do pdsitron associado a tomografia computadorizada (PET/CT). Tendo
sua origem em 1925, com Hermann Blumgart, em que realizou o primeiro procedimento
médico utilizando materiais radioativos para diagnéstico pré-celular. No mesmo ano, Otto C.
Yens desenvolveu o primeiro instrumento que possibilitava o diagndstico, detectando
indicadores radioativos (PATTON, 2003; ROBILOTTA, 2006; CRF-SP, 2019).

No ano de 1945 o Laboratério Nacional Oak Ridge, nos Estados unidos, anunciou a
disponibilidade de producdo dos radionuclideos a iniciativa privada, e assim, o Laboratério
Nacional Brookhaven passou a produzir o iodo-121 (*21), o primeiro radiofarmaco utilizado
para o estudo da tireoide. Apds producéo, observou-se que 0s produtos ndo seguiam requisitos
para comprovacao de sua esterilidade e apirogenicidade. Com o passar do tempo, parametros
mais rigidos foram adotados, com a compra da producdo de radionuclideos do Laboratorio
Nacional Brookhaven pelo Laboratério Abbot transformou a producdo de radionuclideos
supracitados para a producdo de radiofarmaco, sendo assim o primeiro produtor mundial. Sé
em 1950 iniciou a comercializagio do primeiro radiofarmaco o iodo-131 (***) (CRF-SP, 2019).

Em 1957, mais dois radionuclideos foram desenvolvidos, como o molibdénio-99 (**M)
e 0 tecnécio-99 metaestavel (99mTc). O 99mTc ficou conhecido como o elemento 43 e ainda,
até os dias de hoje, é o mais utilizado na medicina nuclear na marcacédo de liofilizados (CRF-
SP, 2019).

No Brasil, o 6rgdo CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico) em conjunto com a Universidade de S&o Paulo (USP), criaram em 1957 o Instituto
de Energia Atdmica (IEA). Apos trés anos de sua criacdo, em 1959, iniciou-se a produgdo do
radiofarmaco 31, para diagnostico e terapia de doencas da tireoide. Em 1963 o IEA, com as
normas farmacéuticas consolidadas, comecava sua rotina de producdo de radionuclideos e
radiofarmacos. Atualmente o instituto € conhecido como IPEN (Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares) (CARVALHO, 2011; CRF-SP, 2019).

Até 2006 a Constituicdo Federal garantia ao poder publico a exclusividade na

exploracdo e producgdo de radioisGtopos em territorio nacional, porém com o aumento da
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demanda do uso de radiofarmacos, foi aprovada a Emenda Constitucional n® 49 de 8 de
fevereiro de 2006, que permitiu a indUstria privada produzir e comercializar de radiofarmacos
e radioisotopos de meia vida curta (SANTOS-OLIVEIRA, 2008). Hoje ha onze instalacdes

autorizadas, sendo duas governamentais.

1.2 JUSTIFICATIVA

A critério de exigéncia na produgdo de medicamentos, pelo qual, passara por anélise
fisico-quimica e microbioldgica, deve cumprir as normas de validacdo descritas pela
RDC166/17, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), quando comparada com
norma anterior (RE 899/07) percebe-se avangos em suas atualizagcdes. Outro requisito
importante a ser levado em consideracdo sdo as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), pela qual
assegura a qualidade de um produto farmacéutico, e assim, garantindo que os resultados

analiticos sejam confiaveis, endossando a liberacdo de um farmaco com qualidade e eficacia.

1.3 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi a validacdo da metodologia de analise cromatografia
liquida de alta eficiéncia do radiofarmaco [*8F]-PSMA-1007, descrita na Farmacopeia

Europeia, seguindo normas da RDC 166/17 e exigéncias do 6rgdo Anvisa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RADIOFARMACOS

Radiofarmacos sdo moléculas ligadas a um radiois6topo (exemplo: !8F). Essas
substancias sdo utilizadas nos exames de diagnostico e tratamento de tumores, nao tendo acao
farmacoldgica. A constituicdo radionuclidica de um radiofarmaco ira definir se este sera

utilizado para um diagndéstico ou para um tratamento (OLIVEIRA, 2006).

Radioisotopos sdo elementos quimicos com ndcleo instavel e para alcancar a
estabilidade emitem radiacdo, que podem ser do tipo alfa (a), beta () e gama (y). Os
radioisotopos, tambeém conhecido como radionuclideos, sdo produzidos artificialmente em sua
grande maioria, chegando a ter mais de 3000 radiois6topos conhecidos. A producdo destes
materiais pode ocorrer atraves de reatores e aceleradores, expondo um alvo a bombardeamento
de néutrons ou protons (KAPLAN, 1978).

Radionuclideos de meia-vida curta, como o ®F-FDG e o ®'Ga-citrato de galio, sdo
emissores de radia¢do B+ e tem a finalidade de gerar imagem em PET/CT, para diagnostico de
areas de tumores. O ®F'FDG detecta tumores na cabeca, pescoco, pulmdes, linfomas e é através
deste exame que é possivel estudar o metabolismo do cérebro e do coragdo. O ¥’Ga-citrato de
galio tem a finalidade de detectar tumores primarios como linfomas, tumores nos pulmdes e
melanoma, assim como a localizacdo de doenca inflamatdria aguda e infeccdes (OLIVEIRA,
2006).

Os radionuclideos de meia-vida longa, como 31" iodeto de sodio e 2P ortafostato de
sodio, sdo empregados no tratamento do hipertireoidismo, carcinomas papilar e folicular da
tireoide e tratamento paliativo para dores nas metéastases 0sseas, sendo que este Gltimo
tratamento é possibilitado através do uso de **P-ortafostato de sddio (OLIVEIRA, 2006).

2.2 RADIOFARMACO PSMA

O diagnostico do cancer de prostata e o seu manejo no tratamento estdo em constante
evolucdo. A busca por marcadores que possam identificar e localizar uma lesdo é fundamental
para o prognostico do tratamento dos pacientes. O PSMA (Antigeno Especifico da Membrana
da Prostata) € uma glicoproteina de membrana que funciona como uma glutamato
carboxipeptidase/folato hidrosale que esta super-expressa no cancer de préstata. A propensdo

de metéstases e a recidiva dos pacientes que foram submetidos a prostectomia, uma vez que as
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metéstases apresentam as mesmas células de PSMA provenientes do tumor primario de prostata
(ROWE, et al., 2016).

2.3 FABRICACAO 18F PSMA-1007

A Fabricacio do 8F PSMA-1007 inicia-se com a irradiagdo de prétons, ou também
chamada de irradiacao do ciclotron, onde o préton é irradiado em um alvo de agua enriquecida.
Essa agua tem por caracteristica o oxigénio (*20), um isétopo do oxigénio (1°0), onde esse
isétopo tem em sua constituicdo estrutural 8 prétons e 10 néutrons. O préton é proveniente do
gas hidrogénio (H2), que recebe uma alta voltagem, transformando-se em um prisma, sendo
arremessado da fonte de ions para o centro do tanque do ciclotron, onde H™ ser& acelerado
através de dipolos magnéticos que o direcionardo por todo percurso até o porta-alvo. O prisma,
guando se aproxima do porta alvo, passa por uma folha de carbono (foil), que realizara a
remocdo dos elétrons e direcionara o feixe de prétons H* para o porta alvo. Quando o préton
do hidrogénio atinge o niicleo do 80, esse préton se fixa nesse niicleo expulsando um néutron,
onde desta forma ocorre a formagao do elemento sintético fluoreto (:3F"). A reacéo nuclear pode
ser observada na equacdo abaixo (Equacdo 1) (SCHIRRMACHE, 2011).

180 +p — °F + n ou p(**0, 8F), Equacéo 1

Na finalizacdo da irradiacdo, a agua enriquecida com ®F é enviada para um reator
chamado de sintetizador, onde passa por uma coluna de troca idnica retendo o 8F-. Ap6s toda
agua enriquecida ter passado pela coluna, utiliza-se uma solugdo de hidrogenocarbonato de
tetrabutilaménia (Concentracdo: 0,0075 M), que fara o encapsulamento do *8F-, removendo-o
da coluna e enviando para o sintetizador, onde sera aquecido para evaporacdo do
hidrogenocarbonato de tetrabutilaménia. Nesse momento, temos o0 inicio da sintese:
adicionando uma aliquota de dimetilsulfoxido e o precursor PSMA-1007. Esta mistura, também
denominada solucdo, é enviada para uma coluna C18, onde, passard pelo processo de
substituicdo nucleofilica direta, em que o grupo amina se liga ao *8F, formando o [*®F]-PSMA-
1007. A substituicdo nucleofilica pode ser observada na figura 1 (DI IORIO, 2021).
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Figura 1 - Reacdo de substituicdo nucleofilica direta
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Fonte: DI IORIO, 2021.

2.4 CONTROLE DE QUALIDADE

O Controle de qualidade de uma indUstria farmacéutica € um requisito indispensavel
para a obtencdo das Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), quando se refere a coleta de amostra,

as definicdes das especificacdes, realizacdes de validacdes analitica e execucao das analises.

2.4.1 Controle de qualidade de radiofdrmacos

O controle de qualidade de uma industria de radiofarmacos, tem como diretriz a
verificacdo da qualidade de um produto, que sera utilizado por seres humanos. Apesar da
escassez deste tipo de industria no Brasil, os radiofarmacos seguem os critérios iguais de uma
indUstria farmacéutica convencional, seguindo as normativas e exigéncias da Anvisa, para a
producéo e verificacdo de qualidade de um radiofarmaco.

O processo de controle de qualidade de um radiofarmaco difere-se de um medicamento
convencional, pois no radiofarmaco ha trés tipos de categorias de analise que devem ser
realizadas, sendo elas: analises fisico-quimicas, microbioldgicas e radioativas, pelas quais
devem seguir parametros pré-estabelecidos em normas oficiais como Farmacopeia Brasileira,
United States Pharmacopeia e European Pharmacopeia.

Todos os métodos descritos na Farmacopeia devem ser otimizados e desenvolvidos para
o laboratorio em que sera utilizado, levando, consequentemente, a validacdo analitica da
metodologia. Toda validagéo devera atender as exigéncias RDC166/17, para que Sse possa trazer
a confiabilidade para os resultados, alcancado nas anlises exigidas. Tomando como guia a

RDC166/17 temos a figura 2, que definira quais os parametros que devem ser seguidos.
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Figura 2 - Parametros de validacéo.

Quadro 1. Parametros a screm considerados na velidagio analitica.

Teste de Doseamento
Impurezas -dissolucdo (quantificagdo)
Parametro Avaliado Identificagio
o o -uniformidade de conteido
Quantitativo Ensaio Limite
-poténcia

Exatidio nao sim nio Sim
Precisdo Repetibilidade ndo sim nio Sim
Precisdo Intermediaria niao sim (D nio sim 1
Seletividade sim sim sim sim
Limite de Detecgio niio ndo ¥ sim nio
Limite de quantificagdo nio sim nio ndo ¥
Lincaridade ndo sim ndo sim
Intervalo ndo sim nio sim

(' Nos casos em que tor conduzida a reprodutibilidade, niio & necessaro conduzir
a precisdo intermedidria.

*'Nos casos de ensaios de identificagiio, pode ser necessara a combinagio de dois
ou mais procedimentos analiticos para atingir o nivel necessario de discriminacao.

3 .
' Pode ser necessario em alguns casos.

Fonte: RESOLUGAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017

2.4.2 Controle de qualidade PSMA

Para realizar o controle de qualidade do [*®F]-PSMA-1007 foram utilizadas as
Farmacopeias Europeia e Brasileira, que descrevem os parametros que devem ser observados,
procedimentos, analises que devem ser executadas e também seus limites, para que o

radiofarmaco seja considerado apto para uso.

Para o [‘®F]-PSMA-1007 ser considerado apto para uso, este deve ser aprovado nas
analises de qualidade, que sdo divididas em dois grupos, sendo elas analises fisico-quimicas e

analises microbioldgicas. O Quadro 1 indica estas analises.

Quadro 1 - Anélises do [18F]-PSMA-1007

Andlise fisico-quimica Andlise microbioldgica
Identidade radionuclilica
Pureza radionuclilica Esterelidade
Pureza quimica
Solventes residuais Teor de endotoxinas bacterianas

Potencial hidrogenidnico (pH)
Fonte: Autor
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2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem sido altamente utilizada na quimica
analitica, por sua versatilidade em quantificacdo e qualificacdo de compostos mais ou menos
complexo, em qualquer tipo de amostra, sendo ela dissolvida em um liquido, ha a possibilidade
de quantificar e identificar com alta precisdo (McMaster, 2007; SARGACO, 2013). Na figura
03 apresenta um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a descrigdo
simplificada dos seus principais componentes.

O sistema de bombeamento pode ser trabalhado de duas maneiras: sistema isocratico e
sistema gradiente. No sistema isocratico € bombeado apenas uma fase movel durante todo o
periodo da andlise, e no sistema gradiente, que utiliza mais de uma fase movel, podendo variar
a porcentagem das fases mdveis durante a corrida. A bomba cria um aumento da pressdo no
sistema que é controlado através de um medidor, em um fluxo especifico (ml/min), podendo
ser alterado dependendo do tipo de coluna utilizada e da configuracdo do proprio sistema
(McMaster, 2007; SARGACO, 2013).

Figura 3 - Sistema representativo da cromatografia liquida de alta eficiéncia

Detector

Injetor
automatico

Reservatorio
de fase movel

Descarte de |

residuos

Sistema de aquisicdo e
tratamento de dados

Sistema de
bombeamento

Fonte: Analytical Methods, High performance liquid chromatography, The Lindle Group, 2013, consultado em 06 de Abril de 2022:
http://hig.lindegas.com/en/analytical_methods/liquid_chromatography/high_performance_liquid_chromatograp hy.html
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O sistema de injecdo automatica, realiza a coleta da amostra liquida e a dispensa em um
loop de capacidade conhecida, entdo a amostra é transferida para o caminho da fase movel,

onde, sera encaminhada para a coluna cromatografica (McMaster, 2007; SARGACO, 2013).

A coluna, também conhecida como fase estacionaria, é onde se inicia a separa¢do dos
compostos da amostra por mecanismos de interagdo moleculares entre estes, e com a interacao
fase movel e fase estacionaria. As colunas podem oferecer diferentes tipos de interagéo,
podendo assim, realizar a separacdo por particao, absorcao ou troca idnica, dependendo do tipo
de material em que a coluna é composta e dos analitos analisados. Entender o tipo de mecanismo
que a coluna trabalha é de extrema importancia para que se realize uma separagdo satisfatoria
dos compostos da amostra. A caracteristica do material de enchimento da coluna afeta a
separacdo do analito, seletividade e resolucdo cromatografica (McMaster, 2007; SARGACO,
2013).

A partir da separacdo dos compostos da coluna, a fase mével continua sendo bombeada
até o analito chegar no detector, que sera escolhido dependendo da amostra analisada, para uma
melhor resolucdo, e assim respondendo as mudancas de concentracdo de todos analitos
presentes (McMaster, 2007; SARGACO, 2013).

O detector é responsavel por emitir um sinal que é recebido por um sistema
computadorizado, que processa de forma a gerar um cromatograma, onde, pode se distinguir
diferentes analitos e diferentes tempos de retengdes, possibilitando a identificacdo do analito e
a quantificacdo com a respetivas areas apresentadas. O software que realiza o processamento
dos dados também € responsavel por permitir a realizacdo de parametros operacionais como
fluxo da fase moével e volume de injecdo da amostra (McMaster, 2007; SARGACO, 2013).

2.6 METODOS DE SEPARACAO

O método de separacdo é definido pelo tipo de material que é constituido a coluna
cromatografica, sendo a separacao por particdo uma das mais utilizadas. No caso deste tipo de
separacdo, a polaridade do analito da amostra, da fase mével e da fase estacionéria, determina
o0 tempo de retencédo dos diferentes analitos, que interagiram com a coluna (CHAMPION, 2009;
SARGACO, 2013).

Os dois tipos de separagfes por particdo sdo: NP-HPLC, separagéo por fase normal, e
RP-HPLC, separacdo por fase reserva. No tipo separacdo por fase normal, ha uma elevada
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polaridade na fase estacionaria, ja a fase movel possui baixa polaridade, obtendo uma baixa
interacdo com a coluna, sendo os primeiros a serem eluidos (CHAMPION, 2009).

Na separacdo por fase reserva as caracteristicas sdo invertidas, onde, a fase mével passa
a ter uma alta polaridade e a fase estacionaria uma baixa polaridade. A polaridade da fase
estacionaria, neste caso, é dada pela utilizagdo de silica modificada quimicamente, promovendo
assim, uma ligacdo de cadeias de hidrocarbonetos hidrofobicos, podendo ter cadeias que variam
em uma faixa de oito a dezoito atomos de carbono, aumentando a caracteristica hidrofobica da
coluna (ENGELHARDT, 2011; CLAESSENS, 2001).

A corrida cromatografica no modo de separacdo RP-HPLC se comporta da seguinte
maneira: compostos com polaridade baixa passam por mais tempo retidos na coluna, por terem
uma baixa afinidade com a fase mdvel e uma alta afinidade com a fase estacionaria; ja os
compostos com maior polaridade sdo eluidos pela fase movel, por possuir maior
compatibilidade com estes compostos (CHAMPION, 2009).

A técnica de separagdo RP-HPLC, tem mais de 80% na aplicabilidade dos métodos
envolvidos em HPLC. A maior abrangéncia deste método de separacdo € devido aos varios
mecanismos de separacdo possiveis de executar com base em interaces hidrofobicas e
hidrofilicas, junto com a grande quantidade de fase estacionaria de alta qualidade, permitindo
que este método realize a separacdo de uma grande variedade de substancias (CHAMPION,
2009; CLAESSENS, 2001).

2.7 VALIDACAO DA METODOLOGIA

A validacdo de uma metodologia analitica tem como pratica trazer a legitimidade do
método desenvolvido e equipamento utilizado, com a evidéncia documental dos parametros
rigorosos pré-estabelecidos, podendo garantir, desta forma, que o processo produtivo mantenha
a uniformidade, mantendo o nivel de qualidade dentro dos limites estabelecidos (VALENTINI,
2007).

Uma metodologia validada estd atrelada ao equipamento e ha um unico tipo de
concentracdo daquela amostra, sendo que, ao mudar o equipamento e a concentracdo de uma
amostra, a metodologia devera ser validada novamente. A validag&o parcial deve ocorrer apenas
quando ha transferéncia da metodologia de um laboratério da mesma instituicdo, ndo sendo
aceita uma validacdo que tenha ocorrido em um outro laboratério (GARFIELD, 2004,
MORETTO, 2000).
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2.8 NORMATIVA RDC 166

A normativa RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017, tem como objetivo estabelecer
o0s critérios adotados para uma validagdo da metodologia analitica, utilizada na producdo de
insumos farmacéuticos e medicamentos (ANVISA RDC n.166, 2017).

2.8.1 Seletividade/Especificidade

A seletividade tem por necessidade ser o primeiro parametro a ser avaliado ao iniciar
uma validade de metodologia analitica. A importancia deste parametro é fundamental para que
se entenda como os demais parametros como linearidade, precisdo e exatiddo e irdo se
comportar. No caso de um método que serd validado, ndo obter parametros satisfatérios de
seletividade comprometerd os demais parametros (ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA
NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

O objetivo da seletividade em uma validacéo € a capacidade de demonstrar que 0 método
analitico empregado tem a capacidade de identificar e quantificar o analito de interesse, mesmo
gue a amostra apresente outros componentes, como matriz, impureza e diluentes. A critério de
especificidade de um método, a garantia de que o sinal medido tenha a origem apenas no analito
de interesse. Desta forma, para 0 método ser considerado seletivo, deve-se possuir varias
respostas de diversos analito em uma matriz e conseguir distinguir a resposta de um componente
de outro. No entando, o método é especifico quando responde apenas a um analito da matriz
(ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

A seletividade proporciona a possibilidade de visualizar interferéncias que possam
ocorrer por meio de componentes da matriz, podendo levar a amplificacdo ou diminuicdo do
sinal instrumental e/ou resposta instrumental do analito. Ha algumas maneiras de obtencdo da
seletividade, sendo ela por adicdo de padrdo ou a comparacdo de matriz com e sem o analito de
interesse (ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

O caso do método por adicdo de padrdo, a recuperacdo deve ser avaliada através da
equacdo 2. Os valores para que um método seja considerado seletivo deve estar entre 80% e
120 % de recuperacdo (ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO,
2013).

[AF] — |A]

%Recuperacgio = TP+ 100

Equacao 2
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Onde: |AF| € a concentracdo da amostra com padréo; |A| a concentracdo de amostra; |P|
o0 incremento de concentragédo esperado pela adi¢do do padrao.

2.8.2 Linearidade

A linearidade em um método analitica é demostrada pela capacidade analitica de obter
uma resposta satisfatdria diretamente proporcional a concentracdo do analito de uma amostra,
assim, avaliando-a relacdo da linearidade em toda faixa determinado pelo método. Como
critério de avaliacdo, tém-se a utilizagdo de no minimo cinco concentracdes diferentes da
substancia quimica de referéncia definida, e deve ser realizada em triplicada (ANVISA RDC
n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

Para realizar a avaliagdo da linearidade de um método, os dados obtidos devem ser
apresentados correspondendo todos os critérios, como representacdo grafica das
respostas em fungdo da concentracdo do analito, o gréfico dispersdo dos residuos,
acompanhado de sua avaliagdo estatistica e equagdo da reta de regressao de y em X,
estimada pelo método dos minimos quadrados. Avaliagdo da associacao linear entre
as variaveis por meio dos coeficientes de correlacdo (r) e de determinagdo (r?).
Avaliacéo da significancia do coeficiente angular. A homocedasticidade dos dados
deve ser investigada para a utilizacdo do modelo adequado. Nos testes estatisticos,
deve ser utilizado um nivel de significancia de 5% (cinco por cento). O coeficiente de
correlacdo deve estar acima de 0,990. O coeficiente angular deve ser
significativamente diferente de zero (ANVISA RDC n.166, 2017).

2.8.3 Precisao

A precisdo de uma validacdo analitica que tem por objetivo a identificacdo e estimativa
dos erros das medidas obtidas através dos resultados das maltiplas analises das amostras. Como
é impossivel eliminar por completo todos os erros, é preciso conhecer e entender a origem
destes erros na validacéo, para que se possa tentar minimiza-los (ANVISA RDC n.166, 2017;
DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

Uma metodologia sé pode ser considerada precisa, quando os resultados das analises
independentes, que sao repetidas do mesmo analito e preparadas de maneira, respeitando todos
os critérios da metodologia analitica a ser validada, estdo com valores proximo aos
determinados pelo método. Desta forma, a precisao é determinada a partir da repetibilidade, e
deve ser complementada utilizando a precisdo intermediaria ou reprodutibilidade (ANVISA
RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

A avaliacdo da precisdo € demonstrada pela dispersdo dos resultados, que devem ser
calculados através da equacdo 3, que resulta no desvio padréo relativo (DPR) das medidas
obtidas (ANVISA RDC n.166, 2017).
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DP
DPR = CMD x 100 Equacao 3

Onde, o DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada.

A repetibilidade deve ser capaz de seguir os critérios, como avaliar as amostras sob
as mesmas condicGes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacgdo, em uma
Unica corrida analitica. Utilizar, no minimo, 9 (nove) determinages, contemplando o
intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracGes: baixa, média e
alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel ou 6 (seis) réplicas a 100% (cem por cento)
da concentracdo do teste individualmente preparadas (ANVISA RDC n.166, 2017).
A determinacédo da precisdo intermediaria deve ser capaz de obedecer aos critérios,
como expressar a proximidade entre os resultados obtidos da analise de uma mesma
amostra, no mesmo laboratério, em pelo menos dois dias diferentes, realizada por
operadores distintos. Contemplar as mesmas concentra¢fes e 0 mesmo nimero de
determinac6es descritas na avaliacdo da repetibilidade (ANVISA RDC n.166, 2017).
A reprodutibilidade deve ser obtida por meio da proximidade dos resultados obtidos
em laboratdrios diferentes. A reprodutibilidade é aplicavel em estudos colaborativos
ou na padronizacdo de métodos analiticos para inclusdo desses em compéndios
oficiais, mediante testes estatisticos adequados (ANVISA RDC n.166, 2017).

2.8.4 Exatidao

A exatiddo na validacdo da metodologia analitica é obtida através por meio dos
resultados avaliados de maneira individual em relacdo ao valor de referéncia que obtida atraves
da curva de calibracdo. O valor obtido para comprovar que o método é exato deve ter sido
verificado por no minimo 9 determinacgdes, por meio 3 concentra¢des: baixa, média e alta, em
triplicata por nivel, sendo as amostras preparadas de forma independente (ANVISA RDC n.166,
2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

A exatiddo €é calculada pela relacdo entre concentracdo média, obtida
experimentalmente, e a concentragao tedrica correspondente, de acordo com a equacao 4, deve-
se calcular o desvio padréo relativo (DPR) para cada concentragdo (ANVISA RDC n.166, 2017;
DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

o Concetragdao média experimental .
Exatidao = — - * 100 Equacao 4
concetragio teorica
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2.8.5 Limite de Detecgao e Quantificacio

O limite de deteccdo (LD) em uma amostra apresenta a menor concentracdo que pode
ser detectada nas condigOes experimentais estabelecidas, mas ndo poder ser quantificada. O
limite de quantificacdo (LQ) da amostra € a menor quantidade respectiva do analito que pode
ser quantificado, respeitando os critérios de precisao e exatiddo e as condigdes experimentais
estabelecidas. Os parametros LD e LQ podem ser calculados a partir das equacgdes (5) e (6)
(ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).

LD = 33 X0 e .
= Ta quagao

L0 = 10 X o E 506
Q= Ta quacao

Onde, IC ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo, 6 ¢ o desvio padrao e pode ser obtido de
3 formas:

1 — A partir do desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no minimo, 3 curvas de
calibracdo construidas contendo concentracBes do analito proximas ao suposto limite de
deteccao;

2 — A partir do desvio padrao residual da linha de regresséo;

3 — A partir da estimativa de ruido proveniente da analise de um apropriado nimero de

amostras do branco.

2.8.6 Robustez

A robustez de um método analitico é avaliada através das pequenas varia¢ées em alguns
parametros da metodologia desenvolvida. Essas intervencdes nos métodos quantitativos, devem
causar variagdes no resultado que deverdo ser analisados de acordo com o0s critérios
estabelecido pela exatiddo. No método qualitativo é verificado a variagdo da resposta analitica.
Os parametros considerados para indicar a robustez de um método analitico estdo na figura 4
(ANVISA RDC n.166, 2017; DE SOUSA NUNES, 2005; SARGACO, 2013).



Figura 4 - Condic0es para a avaliagdo da robustez do método.

Preparo das Amostras

Estabilidade das solucdes analiticas

Tempo de extragio

Compatibilidade de filtros

Espectrofotometria

Variagdo do pH da solugdo

Diferentes lotes ou fabricantes de

solventes

Cromatografia Liquida

Variagdo do pH da fase movel

Variagdo na composigdo da fase movel

Diferentes lotes ou fabricantes de

colunas

Fonte: RESOLUGAO DA DIRETORIA COLEGIADA

- RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados para o desenvolvimento da metodologia e validacdo da
analise foram os seguintes:

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia, marca Shimadzu, composto com 0s
seguintes componentes, CBM-20A (mddulo de comunicagdo), FCV-10ALvc
(equipamento seletor de fase movel), LC-10A;i (bomba mecénica), SIL-10A;
(injetor automatico), SPD-M20A (detector espectrofotométrico, de
comprimento de onda na faixa do ultravioleta);

e Coluna C18 150 x 4,6 mm — 2,7 micron (InfinityLab Poroshell 120 EC-C18,
Agilent) e uma pré-coluna 5 x 4,6 mm — 2,7 micron (InfinityLab Poroshell 120
EC-C18, Agilent);

e Balanca analitica, marca METLER TOLEDO;

e Sistema de ultrapurificacdo de dgua, marca Millipore, modelo Direct-Q 8;

e Baldo volumétrico 10 ml e 5 ml.

3.2 REAGENTES

Os reagentes e padrdes de PSMA utilizados e respetivas especificacOes do fabricante
estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes utilizados.

Reagente Marca
PSMA - OH ABX
PSMA — Precursor ABX
PSMA — Standard ABX
Acetonitrila grau HPLC Merck
Fosfato de sédio Quimica moderna
Etanol grau HPLC Merck
Acido fosforico 80% Merck
Fosfato de potéssio Merck
Cloreto de sodio Merck
Cloreto de potassio Merck

Fonte: Autor (2022)
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3.3 SOLUCOES
3.3.1 Solucéo Agua/Etanol (60:40)

Esta solucdo foi preparada atraves da medida em proveta de 60 ml de agua ultrapura,
sendo transferida para um recipiente e adicionado 40 ml de etanol medido em proveta.

3.3.2 Solucdo A

Para o preparo foram pesados 800 mg de cloreto de sddio, 20 mg de fosfato de potassio,
114 mg de cloreto de potassio e 20 mg de fosfato de sodio e transferidos para um baldo

volumeétrico de 100 ml sendo avolumado com &gua ultrapura.

3.3.3 Solucdo diluente PSMA

Esta solugdo foi preparada a partir das solucdes de agua/etanol (60:40) e solucdo A,

sendo transferido para o recipiente 30 ml de solugdo A e 10 ml de dgua/etanol (60:40).

3.3.4 Solucao fosfato de sddio 0,02M

Esta solucao tampéo foi utilizada como a fase mével do HPLC e foi pesado 2,7598 g de
fosfato de sodio e transferido para um baldo volumétrico de 1 litro, sendo avolumado com agua

ultrapura e adicionado 0,485 ml de acido fosférico 80% para ajuste de pH 2,5.

3.3.5 Solugéo padrdo PSMA - standard 0,1 mg/ml

O frasco de padrdo adquirido contém apenas 1 mg de PSMA — standard, sendo assim,
foi realizado a diluicdo diretamente no frasco com 5 mL de solucdo diluente PSMA e agitado
por 16 minutos em ultrassom; o contetido do frasco foi transferido para um baldo volumétrico

de 10 mL e avolumado com a solugéo diluente PSMA.

3.3.6 Solugéo padrao PSMA — precursor 0,1 mg/mi

O frasco de padrao adquirido contém apenas 1 mg de PSMA — percursor, sendo assim,
foi realizado a diluicéo diretamente no frasco com 4 mL de etanol e 1 mL agua ultrapura, sendo
agitado por 5 minutos em ultrassom até a dissolu¢éo do padrao, o contetdo foi transferido para

um baldo volumeétrico de 10 mL e avolumado com &gua ultrapura.
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3.3.7 Solugéo padrao PSMA — OH 0,1 mg/ml

O frasco de padréo adquirido contém apenas 1 mg de PSMA — OH, sendo assim, foi
realizado a diluigdo diretamente no frasco com 4 mL de etanol e 1 mL &gua ultrapura e agitado
por 5 minutos em ultrassom até a dissolucdo do padréo, o contetdo foi transferido para um

baldo volumétrico de 10 mL e avolumado com agua ultrapura.

3.4 CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A condicdes cromatograficas foram otimizadas para melhor adequacao no sistema onde

foi realizada as anélises das solucGes padrédo e apresentada na tabela 2.

Tabela 2 - Condicdo cromatografica.

Parametros Condices
Modo de Separacao Fase reversa
Fluxo 0,8 mL/mim
Volume de injecédo 20 L
Detector (comprimento de 225 nm
onda)
Temperatura do forno da coluna 30°C
Temperatura da amostra Ambiente
Tempo de corrida 26 minutos
Fase movel Acetonitrila e Fosfoto de sodio 0,02 M em modo gradiente

Fonte: Autor (2022)

O gradiente foi configurado de forma em que as fases moveis alteram suas
concentracdes durante a corrida cromatografica. A Tabela 3 apresenta a variacdo do gradiente

e a Figura 5 apresenta o Sistema Gradiente expresso no equipamento.



27

Tabela 3 - Variacdo do Gradiente

Tempo (min) Fosfato de sodio 0,02M Acetonitrila
0-2 75% 25%
2-10 68% 32%
10-14 40% 60%
14 - 17 40% 60%
17-175 75% 25%
17,5-26 75% 25%

Fonte: Autor (2022)

Figura 5 - Sistema gradiente HPLC.

10 Max Intensity: 0 % mL/min
] L1ooo  F1oo
o
] 750 |75
50
g -50.0 5.0
B 0 |2s
T T T T T T T T T T 0o =00
0.0 25 5.0 LED 10.0 12.5 15.0 175 20.0 225 25.0
Time Module Action Value Comn ~
1 0.0 Controlle Start
2 0.02 |Pumps B.Conc 7! |
3 0.02 |Pumps C.Conc 25
4 200 |Pumps B.Conc 75
5 200  |Pumps C.Conc 25
[ 1000  |Pumps B.Conc ]
7 1000  |Pumps C.Conc 32
8 1400  |Pumps B.Conc 40
9 1400  |Pumps C.Conc ]
10 17.00  |Pumps B.Conc 40
11 17.00  |Pumps C.Conc &0
12 1750 |Pumps B.Conc 7!
13 1750  |Pump C.Conc 25
14 26.00 Controlle Stop
15 0.00 -
R : _'I_I L

Fonte: Autor.

3.5 PREPARO DE PADROES E AMOSTRA
3.5.1 Preparo de solucéo padréo de calibracéo

A partir das solucdes padrdes de PSMA de concentracdo conhecida de 0,1 mg/ml foram

geradas as diluicOes para a realizacdo de uma curva com pontos definidos em 150%, 100% e
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50 % e a concentracdo definida como de partida de 0,01mg/ml, sendo realizada conforme

demonstrado no Fluxograma 01.

Fluxograma 01 — Curva Padrdo PSMA

Padrdo PSMA-

standard 0.1 ma/ml

Padrao PSMA-

precursor 0,1 mg/ml

Padrao PSMA-OH

0.1 ma/ml

Padrdo PSMA-

standard 0.1 ma/ml

Padrao PSMA-

precursor 0,1 mg/ml

Padrdo PSMA-OH

0.1 ma/ml

Padrdao PSMA-

standard 0.1 ma/ml

Padrdo PSMA-

precursor 0,1 mg/ml

Padrdo PSMA-OH
0,1 mg/ml

Fonte: Autor (2022)

Pipetado 150 yL de cada
padrdo em baldo de 1 mL e
550 pL de Solucdo A

Diluente PSMA

Solucdo padrdo para
calibragéo 0,015 mg/ml

Pipetado 100 pL de cada
padrdo em baldo de 1 mL e
700 pL de Solucédo A

Diluente PSMA

Solucéo padrdo para
calibracdo 0,010 mg/ml

Pipetado 50 pL de cada
padrdo em baldo de 1 mL e
850 pL de Solucdo A

Diluente PSMA

Solucéo padrdo para
calibracdo 0,005 mg/ml

3.5.2 Preparo de solucéo padréo de Linearidade

O preparo do padréo de linearidade teve como ponto de partida a concentracéo de 0,1

mg/ml igual a 100% da concentracdo especificada, deste ponto foi preparada uma solucao de

0,02 mg/ml igual a 200% da concentragéo de partida, e entdo, a partir desta solugéo foi realizada
as diluigdes 120%, 100%, 90%, 60%, 30% e LQ.
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3.5.3 Preparo de solucéo padréo de Exatidao

O preparo do padrdo de exatiddo teve como ponto de partida a concentracéo de 0,1
mg/ml igual a 100% da concentracéo especificada, deste ponto foram preparadas as solucfes

de 0,01 mg/ml e a partir desta solucéo foi realizada as dilui¢des 120%, 100%, 80%.

3.5.4 Preparo de solucéo padrao de Robustez

O preparo do padrdo de robustez teve como ponto de partida a concentracdo de 0,1
mg/ml igual a 100% da concentracéo especificada e deste ponto foram preparadas as solu¢oes

de 0,01 mg/ml e a partir desta solucdo foi realizada a diluicdo de 100%.

3.5.5 Preparo de solucéo padréo de Seletividade

O preparo do padréo de seletividade teve como ponto de partida a concentracdo de 0,1
mg/ml igual a 100% da concentracédo especificada, deste ponto foram preparadas as solugfes
de 0,01 mg/ml e a partir desta solucdo foi realizada a diluicdo de 100%; também foram
preparadas duas solucdes de 100%, uma utilizando agua ultrapura e outra utilizando solucéo

fisiologica 0,9%.

3.5.6 Preparo de solucéo padréo de Repetibilidade

O preparo do padrdo de repetibilidade teve como ponto de partida a concentracgéo de 0,1
mg/ml igual a 100% da concentracdo especificada, deste ponto foram preparadas as solu¢bes

de 0,01 mg/ml, e a partir desta solucéo foi realizada a diluicdo de 100%.

3.5.7 Preparo de solucéo padréo de Precisdo intermediaria

O preparo do padrdo de precisdo intermediaria teve como ponto de partida a
concentracdo de 0,1 mg/ml igual a 100% da concentracdo especificada, deste ponto foram
preparadas as solugdes de 0,1 mg/ml, e a partir desta solucdo foi realizada a dilui¢do de 100%,

sendo preparado por outro analista.



30

5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 LIMITE DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

O Limite de Detecgéo e quantificagcdo foram calculados a partir da curva de calibragéo
que utilizou os dados de linearidade com quatro faixas de concentracdes: 120%, 90%, 60% e
30%.

Para a determinacdo de LD (limite de deteccdo) e LQ (limite de quantificacdo) devem
ser utilizados as Equacdes 5 e 6, que se encontram na se¢ao “2.8.5 Limite de Deteccdo e

Quantificacdo”, em Revisdo Bibliografica, e também se apresentam abaixo.

LD = 33 X o ‘ .
= Ta quagao

LO = 10 X o £ f0 6
Q= o quacao

Onde, IC é a inclinacdo da curva de calibragao, ¢ ¢ o desvio padrao.

Para o célculo do o utilizou-se o desvio padrdo do intercepto com o eixo Y de, no
minimo, trés curvas de calibracdo construidas, contendo concentracdo do analito préxima ao
suposto limite de deteccdo. O IC € o coeficiente angular da curva de calibragdo. Os dados podem
ser observados no Apéndice A, nos Quadros 2 e 4.

5.2 SELETIVIDADE

A seletividade foi demonstrada analisando doze amostras, sendo divididas da seguinte
maneira: trés amostras de solucao fisioldgica 0,9%, trés amostras de fase movel, trés amostras
de diluente solucdo fisioldgica 0,9% com padrao e trés amostras de fase mével com padréo. Os
dados obtidos junto com o critério estabelecidos podem ser observados no Apéndice B, nos
Quadros 5 a 8.

5.3 LINEARIDADE

A linearidade foi demostrada a partir das analises em triplicatas de cinco concentracfes
diferentes, partindo de uma solucdo padrdo de concentracdo de 200% da concentracéo limite de
0,01mg/ml, e foram realizadas as diluigdes de 120%, 100%, 90%, 60%, 30%. Os dados obtidos
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podem ser observados nos Apéndice C, demostrados nos Quadros 9 e 11, e nos Gréaficos de 1 a
4,

5.4 PRECISAO

A precisao foi avaliada pelos ensaios de Repetibilidade e Precisdo Intermediaria, onde,
um analista realizou seis analises na concentragdo de 100% em um dia, com os dados
apresentados no Apéndice D, Quadro 12 e 14, e outro analista realizou seis analises nas mesmas

condicdes no dia seguinte, com os dados apresentados no Apéndice E, nos Quadro 15 e 17.

5.5 EXATIDAO

Para ensaio de exatidao foram avaliadas, em triplicatas, com padrdes nas concentracfes
alta, média e baixa, os dados podem ser obtidos podem ser observados no Apéndice F, nos
Quadros 18 e 20.

5.6 ROBUSTEZ

Na robustez foram avaliados os efeitos de alteracfes da alguns parametros operacionais
sobre os resultados obtidos. Dentre os parametros alterados foram:
e Alteragdo nas concentracbes do gradiente (5% para mais e para menos de
acetonitrila);
e Coluna de fabricante diferente;
e Alteracdo no pH da fase movel de fosfato de sddio 0,02M (pH: 2,0; 3,0);
e Estabilidade da solucao (Oh, 24h, 48h, 72h,).
Os Dados obtidos dos ensaios podem ser observado nos Apéndice G, nos Quadros 21 a
25.
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6 CONCLUSAO

A metodologia adota para analise do radiofarmaco [*®F]-PSMA-1007 demonstrou se
adequada, conseguindo com alta eficaz realizar a identificacdo e quantificacdo das impurezas
quimicas. Os dados e calculos podendo ser observado no apéndice A, quadro de 2 a 4.

Na avaliacdo da seletividade, ndo houve nenhum pico interferente no tempo de retencéo
dos padrdes de PSMA-Precursor e PSMA-OH, tanto na solugdo fisiol6gica quanto na fase
movel. O método analitico demostrou capacidade de identificar e mensurar os analitos de
interesse, na presenca de componentes que podem estar presentes nas amostras. Demonstrado
no apéndice B, quadro de 5 a8.

O método foi avaliado na faixa de 30% a 120% com padrGes de PSMA-Precursor e
PSMA-OH, através da linearidade, foi considerado linear obtendo-se um coeficiente de
correlacdo acima de 0,99, que é homocedastico através da avaliacdo da igualdade de variancia
(Teste de Cochran), com desvio padrdo relativo menor que 5% e uma taxa de recuperacdo
dentro do aceitdvel em ambos os padres conforme apresentado no apéndice C, nos quadros
11.

As amostras avaliadas nos ensaios de repetibilidade e precisdo intermediarias, sob as
mesmas condic¢des de operagdo e mesmo instrumento, com diferentes analistas e dias diferentes,
ambos apresentaram resultados de desvio padrdo relativo de no maximo 5% e recuperacao de

90% a 110% dentro dos critérios descritos no apéndice D, quadro 14 e apéndice E, quadrol7.

O ensaio de exatiddo, expresso pela relagdo de percentual de recuperacdo entre 90% a
110% do analito, com concentracGes conhecidas, apresentaram valores dentro dos critérios
estabelecidos para o desvio padrdo relativo maximo de 5%, observado no apéndice F, quadro
20.

Nos ensaios para analise da robustez do método, consegue-se observar na comparacao
das areas entra as diversas alteracGes feitas que o desvio padréo relativo € menos que 5%
podendo gerar uma falsa impressdo que o método € robusto, mas quando levado em
consideracdo os tempos de retencdo das triplicatas, é observado o desvio padréo relativo acima
dos 50%, observado no apéndice G, quadro 25, determinado que o método é robusto para

variacdo de pH, e ndo € robusto para as demais alteraces no sistema.

Dessa maneira, 0 metodo atende a todos os parametros avaliados, seletividade,

linearidade, precisdo, exatiddo e robustez parcial, e pode ser considerado eficiente para o



33

proposito a que se destina, ou seja, ensaio de identificacdo e quantificacdo de impureza no
produto [*8F]-PSMA-1007.
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APENDICE A - Dados e calculos do limite de deteccio e quantificacgo.

Quadro 2 - Dados para célculo LD e LQ

para PSMA-Precursor.

Curval Curva 2 Curva 3
Conc. (mg/ml) Area Conc. (mg/ml) Area Conc. (mg/ml) Area
0,0030 243598 0,0030 250766 0,0030 247407
0,0060 498546 0,0060 497398 0,0060 495561
0,0090 762179 0,0090 734993 0,0090 730621
0,0120 909174 0,0120 909711 0,0120 912400
_Coeficiente 38284 'Coeficiente 44609 'Coeficiente 38987
linear curva 1 linear curva 2 linear curva 3
Coeficiente 75345367 Coeficiente 73814333 Coeficiente 74334633
angular curva 1 angular curva 2 angular curva 3
Média coeficiente linear 40627
Desvio Padrdo do coeficiente linear 3467
Média do coeficiente angular 74498111
Fonte: Autor
Quadro 3 - Dados para célculo LD e LQ para PSMA-OH.
Curval Curva 2 Curva 3
Conc. (mg/ml) Area Conc. (mg/ml) Area Conc. (mg/ml) Area
0,0030 312849 0,0030 322243 0,0030 321437
0,0060 634930 0,0060 639328 0,0060 638601
0,0090 950262 0,0090 943835 0,0090 941882
0,0120 1327025 0,0120 1327408 0,0120 1334832
_Coeficiente -33199 _Coeficiente 21797 _Coeficiente 26679
linear curva 1 linear curva 2 linear curva 3
Coeficiente 111928667 Coeficiente 110666733 Coeficiente 111448867
angular curva 1 angular curva 2 angular curva 3
Média coeficiente linear -27225
Desvio Padrdo do coeficiente linear 5720
Média do coeficiente angular 74498111

Fonte: Autor

Quadro 4 - Pardmetro e critérios de aceitacdo seletividade.

Parametros Critérios de aceitacdo Resultado PSMA - Precursor | Resultado PSMA - OH
L.D. mg/ml e &rea 0,00026 e 12725 0,00028 e 18016
L.Q. mg/ml e &rea 0,00078 e 38560 0,00086 e 54595

Fonte: Autor




APENDICE B - Dados e célculos de seletividade.

Quadro 5 — Dados diluentes sem padrdes.

37

PSMA-PRECURSOR PSMA-OH
Amostra - - - -
Area Média das Areas Area Média das Areas
Solugéo Fisioloégica 0,9 % A
Solugéo Fisiolégica 0,9% B
Solucéo Fisioldgica 0,9% C
Fase movel A
Fase movel B
Fase movel C
Fonte: Autor
Quadro 6 — Dados diluentes com padréo PSMA-Precursor.
x Concentragao . Média Pureza
Concentragéo Recuperagao < o
Amostra Tebrica (%) Amostra (%) Area 'das m_edla dos
(%) Areas picos (%)
(Fisiolégica + padrdo) A 0,0100 0,0105 105 832577
(Fisiolégica + padrédo) B 0,0100 0,0104 104 831094
(Fisiologica + padrédo) C 0,0100 0,0105 105 831901 831586 99.83
(Fase movel + padrao) A 0,0100 0,0105 105 831662 ’
(Fase mével + padrdo) B 0,0100 0,0104 104 831003
(Fase mével + padrdo) C 0,0100 0,0104 104 831280
Fonte: Autor
Quadro 7 — Dados diluentes com padrdo PSMA-OH.
Concentragdo | Concentracdo | Recuperacéo < Media F,’u.reza
Amostra Tebrica (%) Amostra (%) (%) Area 'das m.edla dos
Areas picos (%)
(Fisiolégica + padrédo) A 0,0100 0,0098 98 1052506
(Fisioldgica + padréo) B 0,0100 0,0097 97 1048837
(Fisiolégica + padrédo) C 0,0100 0,0097 97 1050105
(Fase mével + padrdo) A 0,0100 0,0097 97 1045267 1048511 98,43
(Fase mével + padréo) B 0,0100 0,0097 97 1046411
(Fase mével + padrdo) C 0,0100 0,0097 97 1047942

Fonte: Autor

Quadro 8 — Parametro e critérios de aceitacdo seletividade.

Pardmetros Critérios de aceitacdo | Resultado PSMA - Precursor Resultado PSMA - OH
Pureza média do pico Maior 98 % 99,83 98,43
Recuperacéo Entre 90 e 110 % OK OK

Fonte: Autor




APENDICE C - Dados, calculos e graficos da Linearidade.

Quadro 9 — Dados linearidade PSMA-Precursor.
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Amostra Concentracéo Arga do Concethragéo Recuperacéo DPR Residuo
(mg/mL) pico obtida (%) (%)
Linearidade 30% A 0,0030 243598 0,0027 90 -19523
Linearidade 30% B 0,0030 250766 0,0028 93,3 1.451 -12355
Linearidade 30% C 0,0030 247407 0,0027 90 -15714
Linearidade 60% A 0,0060 498546 0,0060 100 7220
Linearidade 60% B 0,0060 497398 0,0060 100 0.303 6072
Linearidade 60% C 0,0060 495561 0,0060 100 4235
Linearidade 90% A 0,0090 732179 0,0092 102,2 12648
Linearidade 90% B 0,0090 734993 0,0092 102,2 2.302 15462
Linearidade 90% C 0,0090 730621 0,0091 101,1 11090
Linearidade 100% A 0,0100 826445 0,0104 104 30846
Linearidade 100% B 0,0100 832812 0,0105 105 0,387 37213
Linearidade 100% C 0,0100 830328 0,0104 104 34729
Linearidade 120% A 0,0120 909174 0,0115 95,8 -38562
Linearidade 120% B 0,0120 909711 0,0115 95,8 0.190 -38025
Linearidade 120% C 0,0120 912400 0,0115 95,8 -35336
Coeficientes da Regressdo (y = ax + b) PSMA-Precursor
Curva l Curva 2 Curva 3 Média + DPR
Coeficiente Angular (a): 70425980 75816700 76254400 109442093 + 0,3
Coeficiente Linear (b): 68811 38602 33228 -21507 £21,1
Coeficiente de Correlagdo (r): 0,9715 0,9944 0,9952 0,9974 £ 0,0004
Estatistica de regressdao — PSMA-Precursor
R mudltiplo 0,995
R-Quadrado 0,990
R-quadrado ajustado 0,989
Erro padrédo 26506,27
Observagdes 15
Ceaiculado = Maior variancia emy / soma de todas as variancias 0,3859
Craverado (Paraon® 3 de replicatas dey e n° 5 de pontos 0,7885

Fonte: Autor

Grafico 1 — Gréfico de regressédo linear PSMA-Precursor.
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Gréfico 2 — Gréfico de residuos PSMA-Precursor.
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Quadro 10— Dados linearidade PSMA-OH.
Concentracao Area do Concentracdo Recuperacao DPR .
Amostra (mg/mL) pico obtida (%) %) Residuo
Linearidade 30% A 0,0030 312849 0,0029 96,6 6029
Linearidade 30% B 0,0030 322243 0,0030 100 1,633 15423
Linearidade 30% C 0,0030 321437 0,0030 100 14617
Linearidade 60% A 0,0060 634930 0,0059 98,3 216
Linearidade 60% B 0,0060 639328 0,0059 98,3 0,370 4182
Linearidade 60% C 0,0060 638601 0,0059 98,3 3455
Linearidade 90% A 0,0090 950262 0,0088 97 -13210
Linearidade 90% B 0,0090 943835 0,0087 96 0,464 -19637
Linearidade 90% C 0,0090 941882 0,0087 96 -21590
Linearidade 100% A 0,0100 1027002 0,0095 95 -45912
Linearidade 100% B 0,0100 1045105 0,0097 97 0,970 -27809
Linearidade 100% C 0,0100 1043712 0,0097 97 229202
Linearidade 120% A 0,0120 1327025 0,0123 102,5 35227
Linearidade 120% B 0,0120 1327408 0,0123 102,5 0,331 35610
Linearidade 120% C 0,0120 1334832 0,0124 103,3 43034
Coeficientes da Regressdo (y = ax + b)
Curval Curva 2 Curva 3 Média + DPR
Coeficiente Angular (a): 109565220 109076120 109684940 109442093 + 0,3
Coeficiente Linear (b): -26108 -17025 -21387 -21507 £ 21,1
Coeficiente de Correlagdo (r): 0,9971 0,9978 0,9972 0,9974 £ 0,0004
Estatistica de regressdo — PSMA-OH
R multiplo 0,997
R-Quadrado 0,995
R-quadrado ajustado 0,994
Erro padrdo 27229,140
Observacoes 15
Ceaiculado = Maior variancia emy / soma de todas as variancias 0,5874
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Craverado (Para on® 3 de replicatas dey e n° 5 de pontos

0,7885

Fonte: Autor

Graéfico 3 — Grafico de regressdo linear PSMA-OH.
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Gréfico 4 — Grafico de residuos PSMA-OH.
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Quadro 11 — Parametro e critérios de aceitacao linearidade.

0,008 ‘ 0,01
¢
*

0,012 0,014

Parédmetros Critérios de aceitagcdo

Resultado
PSMA - Precursor

Resultado
PSMA - OH

Coeficiente de correlacéo (r) Minimo 0,990

0,994

0,997

Coeficiente de determinagdo (r2) Maior 0,990

0,990

0,995

Recuperacéo Entre 90 e 110 %

OK

OK

DPR (%) Méximo 5,0%

30 % DPR =1.451
60 % DPR = 0.303
90 % DPR =2.302
100 % DPR = 0,387
120 % DPR = 0.190

30 % DPR = 1.451
60 % DPR = 0.303
90 % DPR = 2.302
100 % DPR = 0,970
120 % DPR = 0.190

Aleatoriamente
distribuido ao redor do
eixo X

Gréfico de Residuos Perfil de
disperséo

Confirme gréfico 02

Confirme gréfico 04

Cear < Crap
(homocedasticidade) —
aplicar Minimos
Quadrados Ordinarios

Teste de Cochran (nivel de 5% de
significancia)

Cear =0,3859
<

Crap =0,7885

Cear =0,5874
<

Crap =0,7885

Fonte: Autor




APENDICE D - Dados e calculos de precisdo (Repetibilidade).

Quadro 12 — Dados repetibilidade PSMA-precursor.

41

Média das Concentracdo Concentracéo Fator de
Amostra Area < DPR (%) Tedrica Recuperada Recuperacéao
Areas
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Precisdo Padrdo A 831246 0,0100 0,0104 104
Preciséo Padréo B 833808 0,0100 0,0105 105
Precisdo Padréo C 831264 0,0100 104
832507 0,167 0,0104
Precisdo Padrdo D 831881 0,0100 0,0105 105
Preciséo Padrdo E 834132 0,0100 0,0105 105
Precisdo Padrdo F 832710 0,0100 0,0105 105
Fonte: Autor
Quadro 13 — Dados repetibilidade PSMA-OH.
PRECISAO REPETIBILIDADE (PSMA-OH)
Média das Concentragdo Concentracéo Fator de
Amostra Area < DPR (%) Teorica Recuperada Recuperacéao
Areas
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Precisdo Padrdo A 1051119 0,0100 0,0097 97
Precisdo Padréo B 1054478 0,0100 0,0098 98
Precisdo Padréo C 1051765 0,0100 0.0097 97
- 1053039 0,241 !
Precisdo Padrdo D 1050636 0,0100 0,0097 97
Precisdo Padrdo E 1052848 0,0100 0,0098 98
Precisdo Padréo F 1057392 0,0100 0,0098 98
Fonte: Autor
Quadro 14 — Parametros e critérios de aceitacdo de repetibilidade.
Pardmetros Critérios de aceita¢do Resultado Resultado
¢ PSMA - Precursor PSMA - OH
DPR (%) Maximo 5 % 0,241 0,167
Recuperacéo Entre 90 e 110 % OK OK

Fonte: Autor




APENDICE E - Dados e célculos de precisio (Precisdo intermediaria).

Quadro 15 — Dados Precisdo Intermediaria PSMA-Precursor.
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Média das Concentracéo Concentracéo Fator de
Amostra Area Areas DPR (%) Tedrica Recuperada Recuperacéao
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Precisdo Intermediaria A | 833652 0,0100 0,0107 107
Precisdo IntermediariaB | 826156 0,0100 0,0108 108
Precisdo Intermediaria C | 830007 0,0100 0.0108 108
830778 0,336 !
Preciséo IntermediariaD | 833706 0,0100 0,0107 107
Precisdo Intermediaria E | 830681 0,0100 0,0108 108
Precisdo Intermediaria F 830463 0,0100 0,0108 108
Fonte: Autor
Quadro 16 — Dados Precisdo Intermediaria PSMA-OH.
PRECISAO INTERMEDIARIA (PSMA-OH)
Média das Concentracéo Concentracéo Fator de
Amostra Area Areas DPR (%) Teorica Recuperada Recuperacao
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Precisdo Intermediaria A | 1050701 0,0100 0,0097 97
Precisdo Intermediaria B | 1053553 0,0100 0,0098 98
Preciséo Intermediaria C | 1051534 0,0100 0.0097 97
- — 1050355 0,308 .
Precisdo Intermediaria D | 1045793 0,0100 0,0097 97
Precisdo Intermediaria E | 1053408 0,0100 0,0098 98
Precisdo Intermediaria F | 1047143 0,0100 0,0097 97
Fonte: Autor
Quadro 17 — Parametro e critérios de aceitacdo precisdo intermedidria.
Pardmetros Critérios de aceitacdo Resultado Resultado
¢ PSMA - Precursor PSMA - OH
DPR (%) Maximo 5 % 0,336 0,308
Recuperacao Entre 90 e 110 % OK OK

Fonte: Autor




APENDICE F - Dados e calculos da exatiddo.

Quadro 18 — Dados exatiddo PSMA-Precursor.
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Concentracdo | Concentragédo Recuperacéo
Amostra Area Tedrica Recuperada | Recuperacgéo (%) | Meédia por nivel DPR (%)
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Exatiddo 80% A 676991 0,0080 0,0084 105
Exatiddo 80% B 679878 0,0080 0,0084 105 105,00 0,000
Exatiddo 80% C 679867 0,0080 0,0084 105
Exatiddo 100% A 826445 0,0100 0,0104 104
Exatiddo 100% B 832812 0,0100 0,0105 105 104,33 0,553
Exatiddo 100% C 830328 0,0100 0,0104 104
Exatidao 120% A 916013 0,0120 0,0115 95,8
Exatid&o 120% B 912671 0,0120 0,0116 96,6 96,07 0,481
Exatiddo 120% C 910676 0,0120 0,0115 95,8
Fonte: Autor
Quadro 19 — Dados Precisdo Intermediaria.
EXATIDAO (PSMA-OH)
Concentracdo | Concentracao Recuperacao
Amostra Area Teorica Recuperada | Recuperacdo (%) | Média por nivel DPR (%)
(mg/ml) (mg/ml) (%)
Exatiddo 80% A 861901 0,0080 0,0080 100
Exatidao 80% B 866351 0,0080 0,0080 100 100,43 0,747
Exatiddo 80% C 869353 0,0080 0,0081 101,3
Exatiddo 100% A | 1027002 0,0100 0,0095 95
Exatiddo 100% B | 1045105 0,0100 0,0097 97 96,33 1,199
Exatiddo 100% C | 1043712 0,0100 0,0097 97
Exatiddo 120% A | 1324243 0,0120 0,0123 102,5
Exatiddo 120% B | 1329145 0,0120 0,0123 102,5 102,5 0,000
Exatiddo 120% C | 1327791 0,0120 0,0123 102,5
Fonte: Autor
Quadro 20 — Parametros e critérios de aceitacédo e exatidao.
Pardmetros Critérios de aceitacao Resultado Resultado
PSMA - Precursor PSMA - OH
Baixa 80 % = 0,000 Baixa 80 % = 0,747
DPR (%) Maximo 5 % Média 100 % = 0,553 Média 100 % = 1,199
Alta 120 % = 0,481 Alta 120 % = 0,000
Baixa 80 % = 105,00 Baixa 80 % = 100,43
Recuperacéo Entre 90 e 110 % Média 100 % = 104,33 Média 100 % = 96,33

Alta 120 % = 96,07

Alta 120 % = 102,50

Fonte: Autor




APENDICE G - Dados da Robustez.

Quadro 21 — Dados robustez PSMA-Precursor area.
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Amostra Condicdes Area Média das Areas | DPR (%)

- 5 —

Robustez A Fase mdvel com + 5% de a}cetonltrlla 841006
durante toda a corrida

Robustez B Fase mével com + 5% de a}cetonitrila 840865
durante toda a corrida

Robustez C Fase mével com + 5% de a}cetonitrila 841900
durante toda a corrida
- o —

Robustez A Fase movel com - 5% de a_cetonltrlla 842242
durante toda a corrida

Robustez B Fase mével com - 5% de a_cetonitrila 841044
durante toda a corrida

Robustez C Fase mdvel com - 5% de a_cetonitrila 844383
durante toda a corrida

Robustez A | fabri if 820044

Coluna de fabricante diferente 838568 0.945

Robustez B Coluna de fabricante diferente 825945

Robustez C Coluna de fabricante diferente 825034

Robustez A Fase movel pH 2,0 843719

Robustez B Fase movel pH 2,0 845130

Robustez C Fase movel pH 2,0 843464

Robustez A Fase movel pH 3,0 840258

Robustez B Fase movel pH 3,0 841325

Robustez C Fase movel pH 3,0 842158

Fonte: Autor.




Quadro 22 — Dados robustez PSMA-OH area.
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Amostra Condicdes Area Média das Areas | DPR (%)
- 5 —
Robustez A Fase mdvel com + 5% de a}cetonltrlla 1010482
durante toda a corrida
- 5 —
Robustez B Fase mével com + 5% de qcetonltrlla 1015633
durante toda a corrida
- 5 —
Robustez C Fase mdvel com + 5% de a}cetonltrlla 1014016
durante toda a corrida
- o —
Robustez A Fase mdvel com - 5% de a_cetomtrlla 1060984
durante toda a corrida
~ o —
Robustez B Fase mdvel com - 5% de a_cetonltrlla 1065544
durante toda a corrida
- o —
Robustez C Fase movel com - 5% de a_cetonltrlla 1069367
durante toda a corrida
Robustez A Coluna de fabricante diferente 999636
Robustez B Coluna de fabricante diferente 1012328 1034157 2,663
Robustez C Coluna de fabricante diferente 1010831
Robustez A Fase movel pH 2,0 1016364
Robustez B Fase movel pH 2,0 1018631
Robustez C Fase movel pH 2,0 1016757
Robustez A Fase movel pH 3,0 1066654
Robustez B Fase movel pH 3,0 1068762
Robustez C Fase movel pH 3,0 1066365

Fonte: Autor.




Quadro 23 — Dados robustez PSMA-Precursor tempo de retencéo.
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Amostra Condigdes Tempo de retencdo | Média das Areas | DPR (%)

- 5 —

Robustez A Fase mével com + 5% de qcetonltrlla 13,688
durante toda a corrida

Robustez B Fase mével com + 5% de qcetonitrila 13.692
durante toda a corrida

Robustez C Fase mével com + 5% de qcetonitrila 13,698
durante toda a corrida
- o —

Robustez A Fase mével com - 5% de a_cetomtrlla 2914
durante toda a corrida

Robustez B Fase mével com - 5% de a_cetonitrila 2017
durante toda a corrida

Robustez C Fase mével com - 5% de a_cetonitrila 2013
durante toda a corrida

Robustez A Coluna de fabricante diferente 5,032
! : ' 6,513 50,048

Robustez B Coluna de fabricante diferente 4,873

Robustez C Coluna de fabricante diferente 4,873

Robustez A Fase movel pH 2,0 2,516

Robustez B Fase movel pH 2,0 5511

Robustez C Fase movel pH 2,0 5,514

Robustez A Fase movel pH 3,0 2,518

Robustez B Fase movel pH 3,0 2,516

Robustez C Fase movel pH 3,0 5,514

Fonte: Autor.




Quadro 24 — Dados robustez PSMA-OH tempo de retencao.
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Amostra Condicdes Tempo de retengdo | Média das Areas | DPR (%)
- 5 —
Robustez A Fase mével com + 5% de qcetonltrlla 15,021
durante toda a corrida
- 5 —
Robustez B Fase mdvel com + 5% de a}cetonltrlla 15,026
durante toda a corrida
- 5 —
Robustez C Fase mével com + 5% de a}cetonltrlla 15,031
durante toda a corrida
- o —
Robustez A Fase mdvel com - 5% de a_cetonltrlla 3.326
durante toda a corrida
- o —
Robustez B Fase mével com - 5% de a_cetomtrlla 3.330
durante toda a corrida
- o —
Robustez C Fase mdvel com - 5% de a_cetonltrlla 3,326
durante toda a corrida
Robustez A Coluna de fabricante diferente 5,798
Robustez B Coluna de fabricante diferente 5,611 7,527 54,445
Robustez C Coluna de fabricante diferente 5,611
Robustez A Fase movel pH 2,0 6,801
Robustez B Fase movel pH 2,0 6,800
Robustez C Fase movel pH 2,0 6,800
Robustez A Fase movel pH 3,0 6,808
Robustez B Fase movel pH 3,0 6,807
Robustez C Fase movel pH 3,0 6,803

Fonte: Autor.

Quadro 25 — Parametros e critérios de aceitagdo robustez.

Parametros Critérios de aceitacao Resultado PSMA - Precursor | Resultado PSMA - OH
DPR (%) - Area Méximo 5 % 2,663 0,945

05) -
DPR (%) - Tempo de MAximo 5 % 59,048 54,445

retencdo

Fonte: Autor.




