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RESUMO

A hipéxia tecidual € o maior fator patolégico nas isquemias cardiacas,
acidentes vasculares cerebrais, diabetes e tecidos cancerosos. Em casos de
cancer, a presenca de células hipoxicas parece acelerar a progressédo maligna e
0 potencial metastatico do tumor, conduzindo a resisténcia a radioterapia e a
quimioterapia. A deteccdo de tecidos hipoxicos pode servir como indicador do
desenvolvimento da patologia ou indicador prognostico do controle da doenca.
Atualmente, uma metodologia promissora para detec¢éo de hipodxia é a utilizacéao
de radiofarmacos PET. A tomografia por emissao de pésitron (PET) € a técnica
de imagem mais sensivel para deteccdo de hipoxia. O [18F]FMISO é um
marcador para avaliar de forma nao invasiva a hipéxia em tumores por meio da
técnica PET/CT. O objetivo deste trabalho é sintetizar o [L8F]JFMISO, estabelecer
metodologias de controle de qualidade e ensaios nao clinicos da sua formulacéo.
A sintese foi realizada utilizando o mdédulo de [18F]FDG (fluorodesoxiglicose)
que foi adaptado para o [18F]FMISO. Foram testados cinco protocolos de
sintese.Testes de controle de qualidade foram realizados para avaliar o produto,
as metodologias de analise utilizadas e os requisitos especificados para esse
radiofarmaco foram estabelecidos com base na sua monografia. O estudo de
estabilidade do radiofarmaco foi realizado considerando a maxima concentracéo
radioativa do radiofarmaco, o ensaio foi realizado nas condi¢cdes de temperatura
igual 40 £ 2 °C e umidade de 75 = 5% UR. Foram realizados 0s ensaios nao
clinicos de citotoxicidade, genotoxicidade in vitro com células de PBMCs de
humanos. Dos cinco protocolos de sintese testados, o protocolo 3, com
temperatura de sintese de 130 °C e temperatura de marcacdo de 85 °C,
apresentou maior rendimento (~40%) sendo eleito como o melhor protocolo a
ser utilizado para sintese do [*F] FMISO. Estudos de biodistribuicdo e imagens
microPET foram realizados em animais sadios. A sintese e o controle de
gualidade do [18F]FMISO foram desenvolvidos em acordo com as BPF de
Radiofarmacos e o prazo de validade é de 7 horas apés a sintese. O [18F]FMISO
foi obtido em conformidade com critérios fisico-quimicos e microbiolégicos
preestabelecidos. O [18F]JFMISO ndo apresentou sinais de citotoxicidade e

genotoxicidade em concentracOes ideais para ser administradas em paciente



nem em concentragdes 10 vezes maiores, provando a seguranga da formulacdo
produzida. Em camundongos sadios, estudos de biodistribuicdo e imagem
indicaram elevada captacdo pelo figado, intestinos e rins. Esses achados
mostram que a eliminacdo deste radiofdrmaco ndo é exclusivamente pela via
renal, mas também através do sistema hepato-biliar devido a sua maior
lipofilicidade. Os dados obtidos estdo de acordo com os estudos disponiveis na
literatura e comprovam o seu perfil de distribuicdo. Os resultados obtidos para o
[18F]FMISO encorajam o uso deste radiofarmaco em estudos futuros para
avaliacdo a eficacia do radiofarmaco produzido na marcagdo de tumores
hipéxicos em camundongos. Para o [*®F] FMISO tornar-se disponivel nos
servicos de medicina nuclear do Brasil € necessario que haja o pedido de registro
do radiofarmaco junto a ANVISA, como preconiza a RDC 64. Com esses
resultados apresentados, € fundamental que ainda sejam feitos os estudos

clinicos em humanos.

Palavras-chave: PET/CT. Hipoxia. Citotoxicidade.  Genotoxicidade.
Biodistribuicdo. Estudo de estabilidade.



ABSTRACT

Tissue hypoxia is the major pathological factor in cardiac ischemia, stroke,
diabetes and cancerous tissues. In cases of cancer, the presence of hypoxic cells
seems to accelerate the malignant progression and metastatic potential of the
tumor, leading to resistance to radiotherapy and chemotherapy. Detection of
hypoxic tissues may serve as an indicator of disease development or prognostic
indicator of disease control. Currently, a promising methodology for detecting
hypoxia is the use of PET radiopharmaceuticals. Positron emission tomography
(PET) is the most sensitive imaging technique for detecting hypoxia. The PET
radiotracer [*®F]Fluoromisonidazole ([*8F]JFMISO) is a nitroimidazole derivative
labelled with fluorine-18 that selectively binds to hypoxic cells. It has been shown
to be a suitable PET tracer for imaging hypoxia in tumors as well as in
noncancerous tissues. Synthesis was performed using the [18F]FDG
(fluorodeoxyglucose) module which was adapted for [18F] FMISO. Five synthesis
protocols were tested. Quality control tests were performed to evaluate the
product, the analysis methodologies used and the requirements specified for this
radiopharmaceutical were established based on its monograph. The
radiopharmaceutical stability study was performed considering the maximum
radioactive concentration of the radiopharmaceutical using temperature equal to
40 £ 2 °C and humidity of 75 + 5% RH. Non-clinical tests were performed
cytotoxicity, in vitro genotoxicity tests with human PBMC cells. Of the five
synthesis protocols tested, protocol 3, with a synthesis temperature of 130 °C
and a labeling temperature of 85 °C, showed a higher yield (~ 40%) and was
chosen as the best protocol to be used for [L8F]FMISO. Biodistribution studies
and microPET images were performed in healthy animals. The synthesis and
quality control of [18F]JFMISO were developed according to the GMP of
Radiopharmaceuticals and the expiration date is 7 hours after the synthesis.
[18F]FMISO was obtained in accordance with pre-established physical-chemical
and microbiological criterion. [18F]FMISO showed no signs of cytotoxicity and
genotoxicity at concentrations ideal for administration in a patient or in 10-fold
higher concentrations, proving the safety of the formulation produced. In healthy
mice, biodistribution and imaging studies indicated elevated uptake by the liver,
intestines and kidneys. These results show that the elimination of this
radiopharmaceutical is not exclusively through the renal route, but also through
the hepato-biliary system due to its greater lipophilicity. The data obtained agree
with the studies available in the literature and prove their distribution profile. The
results obtained for [18F]FMISO encourage the use of this radiopharmaceutical
in future studies to evaluate the efficacy of the radiopharmaceutical produced in
the labeling of hypoxic tumors in mice. For [18F]FMISO to become available in
the services of nuclear medicine in Brazil, it is necessary to request the
registration of the radiopharmaceutical from ANVISA, recommends by RDC 64.
With these results presented, it is fundamental that studies are still done clinical
trials in humans.

Keywords: PET/CT. Hypoxia. Cytotoxicity. Genotoxicity. Biodistribution. Stability
study.



Figura 1 —

Figura 2 —

Figura 3 —

Figura 4 -

Figura 5 —

Figura 6 —

Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Figura 10 —
Figura 11 —
Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

LISTA DE FIGURAS

Metabolismo ceular de hipoxia intratumoral

Representacdo esquematica do crescimento tumoral e
suas implicacdes na privacdo de oxigénio e nutrientes as
células que constituem o tumor formando uma regido em
condi¢cBes de hipoxia (regido enegrecida)

Hipoxia de um tumor sélido mostrando a diminuicdo do
aporte de oxigénio em relacéo a distancia capilar ....

Esquema do equipamento hibrido de PET/CT

Um positron e um elétron aniquilam-se produzindo dois
fotons 511 keV que viajam em dire¢Bes opostas (A). O
féton de 511 keV registrado pelo detector circular de raios
gama na camara PET (B) e a imagem reconstruida(C)

Estrutura quimica da molécula de [18F] FDG
Radiofarmcos para imagem de hip6xia

Estrutura quimica do [*8F] FMISO 1-(2-Nitro-imidazolil)-3-
[*8F]fluoro-2-propanol ou 1H-1-(3-[*®F]fluoro-2-
hidroxipropil)-2-nitroimidazol

Esquema representativo do mecanismo intracelular de
compostos marcados com nitroimidazol

Reacdo quimica para sintese do [18F] FMISO
Esquema do Kit utilizado para sintese do [18F] FMISO.
Montagem do cassete para sintese do [18F] FMISO

Planilha informatizada com algumas variaveis envolvidas
na sintese do [18F] FMISO

Sintese quimica do [18F] FMISO a partir do precursor
NITTP

Determinacéo do pH do [18F]FMISO por meio de fitas
teste e micropHmetro

Calibrador de dose Capintec®

25

27

28

33

35

42

44

45

46

48
64
64

65

66

69

70



Figura 17 -
Figura 18 -
Figura 19 -
Figura 20 -
Figura 21 -
Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Analisador Multicanal

Cromatografo a liquidos de alta eficiéncia e coluna C18
Cromatografo a gas Perkin Elmer Clarus® 580
Endosafe PTS

Meios de cultura liquidos

Filtro Millex-GS, marca Merck Millipore

Kit para avaliacéo de citotoxicidade ApoTox-Glo™ Triplex
Assay, Promega

Biologia do ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade

Clivagem da Caspase 3/7 do substrato luminogénico
contendo a sequéncia DEVD

Esquema para ensaio com ApoTox-Glo Triplex Assay

GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader,
Promega

Esquema de incubagéo das culturas de PBMC tratadas
com [*8F] FMISO

MicroPET da GE Healthcare® —Modelo LabPET4 do
CDTN

Planilha de dados para monitoracédo da atividade do Flaor
18

Avaliacdo da determinacao do padrao (FMISO)

Cromatograma da avaliacdoda determinacdo do padréo
FMISO na matriz em presencdo dos contaminantes
Desmetilimidazol e NITTP

Representacdo gréafica das areas obtidas em funcdo da
concentragcao do FMISO

Ensaio para avaliacdo viabilidadade celular em funcao da
variacdo das concentracées de [8F] FMISO

Avaliacéo da taxa de apoptose pela ativagao da caspase
3/7 variando as concentracdes de [8F] FMISO

indice de apoptose das células das culturas teste tratadas
com [*F] FMISO (0.1x, 1x, 10x; concentracGes que

70
71
72
73
74

75

87

88

89

92

102

102

104

114

116

116



Figura 38 -

Figura 39 -

Figura 40 -

Figura 41 -

Figura 42 -

Figura 43 -
Figura 44 -

Figura 45 -

Figura 46 -

equivalem a 0.1, 1 e 10 vezes a concentragdo maxima
administrada em pacientes por procedimentos clinicos),
controle negativo e controles positivos que induz efeitos
citotoxicos

Ensaio do efeito citotoxico em func¢do da variagdo das
concentracdes de [8F] FMISO frente a cultura de células
de PBMCs de humanos

Ensaio do efeito citotoxico nas células das culturas teste
tratadas com ['8F] FMISO (0.1x, 1x, 10x; concentracdes
gue equivalem a 0.1, 1 e 10 vezes a concentracdo maxima
administrada em pacientes por procedimentos clinicos),
controle negativo e controles positivos que induz efeitos
citotoxicos

Frequéncia de microndcleos em células PBMC humanas
apos 48 horas de cultivo nas diferentes concentra¢gdes do
radiofarmaco [18F]FMISO

Perfil de captacdo do [18F] FMISO por tempo em cada
0rgao e no sangue

Curva de cinética no sangue

Perfil de biodistribuicdo do [®F] FMISO por imagens de
microPET

Perfil da captacédo do ['8F] FMISO em camundongos Swiss
sadios

Gréfico referente a comparacao do perfil de biodistribuicao
[*F] FMISO em camundongos sadios 120 minutos ap6s
injecdo utilizando técnicas distintas

Imagem comparativa da captacdo do [*8F] FMISO dos
estudos de Cheng, 2006 (A) e o perfil de captacéo do ['8F]
FMISO produzido no CDTN/CNEN (B)

117

117

121

123

124

125

126

127

128



Tabela 1 -

Tabela 2 —

Tabela 3 -

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 -

Tabela 13 —

Tabela 14 -

Tabela 15 —

Tabela 16 -

LISTA DE TABELAS

Principais emissores de positrons e suas caracteristicas
fisicas

Moléculas radiomarcadas registradas na base de dados da
National Institute of Health e utilizada na rotina clinica

Classificacdo dos métodos analiticos, segundo sua
finalidade

Ensaios necessarios para validacdo do método analitico,
segundo sua finalidade
Sumario das modalidades e condicdes para realizacdo dos
estudos de estabilidade
Metodologias para ensaio de controle de qualidade do [18F]

FMISO
Solucbes padrao de FMISO para avaliacdo da linearidade
Alteracfes do gradiente da corrida do CLAE

Cronograma wusado para realizagdo do estudo de
estabilidade do [18F] FMISO, contendo os intervalos de
tempo e as referidas analises conduzidas

Especificacdes do radiofarmaco [18F] FMISO conforme
Farmacopeia Europeia 8° edicao (Eur. Pharm., 2016)

Protocolo utilizado para aquisi¢éo e reconstrucao das
imagens PET

Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO da
sintese padrao ABX

Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO com
temperatura de marcacao igual a 85 °C

Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO com
temperatura de marcacao igual a 130 °C.

Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO da
sintese com Ky em substituicdo do TBA

Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO da
sintese com 7 ml de etanol 5%

36

41

54

55

57

68

81
83

84

93



Tabela 17 —
Tabela 18 -

Tabela 19 —

Tabela 20 -

Tabela 21 —

Tabela 22 -

Tabela 23 —

Tabela 24 -

Tabela 25 —

Tabela 26 -

Tabela 27 -

Tabela 28 -

Tabela 29 -

Tabela 30 -

Tabela 31 -

Tabela 32 -

Tabela 33 -

Modifica¢des realizadas nos protocolos de sintese
Resultados obtidos para amostras de FMISO 10 ppm

Resultados obtidos para padréo de FMISO em presenca de
desmetilimidazol e NITTP (10 ppm)

Resultados obtidos para amostras de NITTP em presenca
de desmetilimidazol e FMISO (10 ppm)

Resultados obtidos para amostras de desmetilimidazol na
presenca de NITTP e FMISO (10 ppm)

Resultados da avaliacdo da linearidade para [18F] FMISO:
Dados originais

Resultados da avaliacdo da repetibilidade para o padrao de
FMISO

Avaliacdo da precisdo intermediaria pra FMISO dia 2/
Analista 2

Avaliacdo da precisdo intermediaria pra FMISO dia 3/
Analista 3

Resultados do teste de recuperacao para determinacéo da
exatidao

Tratamento de dados recuperados

Resultados global da andlise do parametro de robustez para
o FMISO devido a variacao de fluxo

Concentracao da fase movel

Resultados global da anélise do parametro de robustez para
o FMISO devido a variacao de gradiente

Resultados dos ensaios para trés lotes de 18FMISO
produzidos em diferentes intervalos de tempo para estudo
de estabilildade

Frequéncia de micronucleos em células de PBMC apés 48h
de cultivo celular com o radiofarmaco [18F] FMISO em
diferentes concentracoes

Biodistribuicdo de [18F] FMISO em camundongos sadios
em funcao do tempo

99
100

100

101

101

103

105

106

106

108

108

109

109

110

111

120

122



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABX Advanced Biochemical Compounds

ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Apafl Fator de ativagdo de apoptose 1

aq Aquoso

ATP Adenosina trifosfato

BPF Boas Praticas de Fabricacdo

Ca®* fon de Calcio

CCD Cromatografia de camada delgada

CDTN Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear

CLAE Cromatografia liquida de alta eficiéncia

CNEN Comissdo Nacional de Energia Nuclear

CRCN Centro Regional de Ciéncias Nucleares

CT Tomografia computadorizada

DNA Acido desoxirribonucleico

EMA European Medicines Agency

EP Farmacopeia Europeia

EU Unidade de Endotoxina

FDA Food and Drug Administration

[*®F]FDG Fluordesoxiglicose

[**F]FMISO Fluoromisonidazol

FOV field of view

HIF-1 Fator de inducédo da hipdxia 1

Ky Kriptofix

LAIA Laboratdrio de Analises Imunoldgicas e Antitumorais

LOR Line of Response

MBq Mega Bequerel

MeV Mega elétron-volt

MLEM Maximum Likelihood Expectation Maximization

mmHg Milimetro de mercdrio

mSv Mili sievert

NaF Fluoreto de sodio

NITTP 3-(2-Nitroimidazol-1-il)-2-O-tetrahidropiranil-1-O-
toluenosulfonilpropanediol

NO2 Grupo nitro

(07) Oxigénio

PBMC Célula Mononuclear de Sangue Periférico

PET Tomografia por emissdo de pdsitrons

PET/CT Tomografia por emissdo de pésitrons/Tomografia computadorizada

pH Potencial hidrogenionico

RDC Resolugéo da Diretoria Colegiada

ROI Regiéo de interesse

Sus Sistema Unico de Sadde

SUV Standard Uptake Value



T

TBA
TOF
TSB
USP

Tempo de meia vida
Tetrabutilamonio

time of flight

Caldo Triptona de Soja
Farmacopeia Americana



2.1
2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7
2.8

2.9
2.10
2.11
2.12
2.12.1
2.12.2

3.1

3.2

3.21
3.2.2
3.2.3
3.24
3.25
3.2.6

3.2.7

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt ettt ettt sttt seesae e e anens 20
REVISAO DE LITERATURA ...ttt 24
HIDOXIA ..t ettt e e e e e e e e e 24
HIPOXIA tUMOTA ......eiiiiiie e e e e e e e e e 26
Métodos de detecCao de NIPOXIa .......cveeeeiiiiiiiiiiiiiiccc e 30
Tomografia por emissao de positron (PET).........uuuviiiiiiiiiieeeiiiieeeeeieee s 33
Marcacao de moléculas CoOmM 18F.........cooiiiiiiiiiiiiiiieeece e 37
= 1o [[0] 7= U1 0= ol 1S PPPPPPPUPPPR 39
Caracteristicas e sintese do fluoromisonidasol ([L8F]JFMISO)...................... 44

Controle de qualidade de rdiofarmacos marcados com fldor 49

Validacdo de metodologias analiticas ............ccceeeeeeiiiiiiiiiiiccciee e, 52
Estudos de estabilidade............ccc. e 55
Legislacao e registro para radiofarmacos PET..........cccccccviviiiiiiiiiiceiee e, 58
Ensaios ndo clinicos para radiofarmaco PET...........ccccccviiiiiiiiiiiiiiiee e, 59
Ensaios in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade ...........cccceeeeeeeeeeeennn... 60

Ensaios com animais: Estudos de biodistribuicdo ex vivo e por imagem 61

METODOLOGIA 63
Sintese do [18F] FMISO .....ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiies et 63
Controle da qualidade do [18F] FMISO...........cccceiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeiin 67
CaracCteriStiCas fISICAS. ... . uiieeiiitiiie e 68
Determinagéo do Potencial Hidrogenionico (PH).........uveeeeeiveiiiiiiiiiiiiiiiine 69
Identidade e Pureza RadioNUCHAICA .........c.occceueuniiireniiieincceceeceees 69
Pureza radioquimica € QUIMICA.............uuuuuuiiiiiiieieeeeeeeee e 71
Solventes residuais 72
Determinagéo de Tetrabutilamonio (TBA) ou Kryptofix (Ky)................. 73
Ensaio de endotoxina bacteriana ..........cccccceeeeeiiiiiiiiiiiseeee e 73



3.2.8
3.2.9
3.3

3.4
3.5
3.5.1

3.5.2

4.1
4.2
4.3
4.4
441

4.4.2

ENnsaio de eSterilidade ........oouveeiinioe e 74
Teste de Membrana filtranNte ..... ..o e 75

Validagdo da metodologia para andlise da pureza quimica e radioquimica 75

O [LBFIFEMISO ...ttt

Ensaios de estabilidade do [18F] FMISO ..........ccooiviiiiiiiiiicciiieeee e, 81
ENsSaios in VItro, X VIVO € IN VIVO .....ieuniiiiiiiiieeeee et ee e et e e 84
Estudos in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade ............cccevvvevvvviniccinnnnnnn. 84
Estudos in vivo: Biodistribuicdo e imagens PET..........cccccvvviviiiiccicicennenn, 89
RESULTADOS 94
Sintese e controle de qualidade do [18F] FMISO........ccccoociiiiveiiiiiiiiiiennn. 94

Validacdo da metodologia para andlise da pureza quimica e radioquimica 99

Estudos de estabilidade do [18F] FMISO ... 110
ENsaios in Vitro, X VIVO € IN VIVO .......uiiiiiiiiiiiiieie et 114
Estudos in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade ................ccceevveee. 114
Estudos e e in vivo: Biodistribuicdo e imagens PET..............cccceeeee 122
CONCLUSAD ..ottt 129
REFERENCIAS ..ottt ee sttt eene e 130
ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA ...coooveveececeeeeeeee, 145
ANEXO B — CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA ....oovecviieveeee e 150

APENDICE A — VALIDACAO DAS METODOLOGIAS ANALITICAS ..... 151



20

1 INTRODUCAO

Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saide, Agéncia Internacional para
Pesquisa em Cancer (IARC, do inglés International Agency for Research on Cancer), o
cancer é a segunda causa de morte em todo o mundo e foi responsavel por 8,8 milhdes de
mortes em 2015 (WHO, 2018). Sendo assim, é natural que os esforcos para encontrar
formas mais eficazes de enfrentar a doenca sejam grandes. As frentes mais importantes
nessa batalha s@o o aprimoramento do diagnéstico, novas modalidades de tratamento e

medidas preventivas aplicaveis a populacdo (BOGLIOLLO, 2011).

No cancer, as células se proliferam mais rapidamente do que 0s vasos sanguineos,
tornando o ambiente hostil devido a diminuicdo da irrigacdo e consequente deficiéncia de
oxigénio. Tumores sélidos possuem, geralmente, um centro necrdtico resultante da
insuficiéncia vascular, bem como vérias camadas de células hipoxicas adjacentes a regiao
necrotica. Os tumores hipdxicos que apresentam uma grande heterogeneidade vascular
possuem graus de agressividade mais elevados que os tumores ricamente vascularizados
(LOPCl et al., 2014).

A hipoxia em tumores solidos parece acelerar a progressdo maligna e o potencial
metastatico do tumor priméario conduzindo a resisténcia a radioterapia e quimioterapia
(LEE et al., 2007; LOPCI et al., 2014). Esses tumores estdo sendo caracterizados como um
problema de salde publica em todo o mundo devido a alta morbidade e mortalidade dos
pacientes. Dada as especificas caracteristicas, uma variedade de técnicas para detectar e
quantificar oxigénio nos tecidos tem sido desenvolvida ao longo dos anos. No entanto,
todas as metodologias existentes possuem limitacdes, ndo sendo suficientemente sensiveis

ou confiaveis para uso clinico (LEE et al., 2007).

Sendo assim, surge a necessidade de uma metodologia que torne possivel
quantificar e caracterizar a hipoxia tumoral, de modo que haja uma adequacéo as estratégias
terapéuticas, determinando a forma e o tipo de terapia mais apropriados para aquele tumor.
Uma metodologia promissora é por meio do uso de radiofarmacos especificos, sendo um
método ndo invasivo e que pode mapear diferentes alteracdes fisioldgicas associadas a
hipéxia (NANDY et al., 2010).
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A tomografia por emissdo de positron (PET) é uma tecnologia utilizada na medicina
nuclear que permite a visualizacdo da interacdo entre moléculas marcadas com um
radionuclideo e alvos bioldgicos. E uma técnica de imagem funcional nfo invasiva com
excelente resolucdo, alta sensibilidade, apresentando uma vantagem importante de
proporcionar informagfes quantitativas de processos fisioldgicos, bioquimicos e
farmacologicos em individuos vivos utilizando concentragfes picomolares de
radiofarmaco (HANDLEY et al., 2011).

Atualmente, o [®F] FDG (18F-Fluordesoxiglicose) é o radiofarmaco PET mais
utilizado para diagndsticos de cancer, uma vez que células tumorais possuirem altas taxas
de metabolismo glicolitico. Entretanto, células de tumores sélidos, onde a hipoxia é
comum, verifica-se a captacdo diminuida deste radiofarmaco, visto que a diminui¢do nas
concentracdes de oxigénio influencia no metabolismo celular. Assim, devido as limitagdes
do [*8F] FDG, é importante o desenvolvimento de um radiofarmaco especifico para a

detec¢do e quantificacdo de areas de hipdxia tumoral (HANDLEY et al., 2011).

O [*®F] FMISO (18F-Fluoromisonidazol) é um marcador in vivo para avaliar de
forma ndo invasiva a hipdxia em malignidades humanas e em pacientes com isquemia
miocéardica. Ele desempenha um papel importante na predicao do estado de oxigenagdo em
tumores durante a radioterapia (DU et al., 2012; TANG et al., 2005) e possibilita a
obtencdo de imagens cinéticas por meio da técnica PET/CT (Positron Emission
Tomography/Computed Tomography) (RASEY et al., 1996). Este radiofarmaco tem sido
utilizado em estudos clinicos e ndo-clinicos fornecendo imagens para localizacdo e
quantificacdo da hipdxia tecidual, revelando em nivel molecular in vivo com alta
sensibilidade e especificidade (TONG et al., 2016).

No Brasil, o mercado regulamentado de radiofarmacos é relativamente novo,
especialmente para os agentes de radiodiagndstico emissores de positrons. Na prética,
apenas em 2006 foi promulgada a Emenda Constitucional 49 excluindo do monopdlio da
unido a producdo, comercializacdo e utilizacdo de radioisétopos de meia-vida curta, para
uso médico, agricola e industrial (PLANALTO, 2006). A regulamentacdo sanitéria foi
definitivamente lancada com a promulgacéo das RDC 63 e RDC 64 pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em 2009 (ANVISA, 2009a, 2009b).
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O [*F]FMISO ainda néo é produzido comercialmente e, para que esse farmaco
torne-se disponivel para uso médico, é necessario que sua fabricacéo atenda aos requisitos
estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em acordo as
resolugdes RDC 64/2009 e RDC 63/2010, que estabelecem os requisitos de boas praticas
de fabricacdo (BPF) e para o registro de radiofarmacos no Brasil. Para isso € essencial
elaborar e executar um protocolo de validagcdo do processo produtivo e do controle de
qualidade, documentando a capacidade de reproduzir todos 0s procedimentos com a
finalidade e seguranca requeridos pela ANVISA (BRASIL, 2009; BRASIL, 2010).

Cumpre ressaltar que, embora o [*®F] FMISO seja apresentado como medicamento
inovador no Brasil, ele é usado em rotinas radiodiagndsticas fora do pais pelo menos desde
1984, quando foi, conforme dados apresentados pelo Micad Research Team (2005),
proposto como agente para radiodiagnostico de tumores onde ocorra deficiéncia de

oxigénio.

Nesse contexto, a disponibilizacio do [**F] FMISO surge como uma solucéo
promissora como agente marcador de hipdxia e permitiria melhorar a oferta destes produtos
no mercado nacional, levando a incorporacéo de outros radiofarmacos no SUS. A partir
disso, tecnologias disponiveis e utilizadas no mundo poderiam ser incorporadas no nosso
sistema de saude, o que podera proporcionar a populacdo novas op¢des para diagnostico e

estadiamento do cancer.

Com o intuito de fornecer mais dados sobre a seguranca e eficacia do produto para
que este seja disponibilizado como um marcador de hipoxia, o objetivo deste trabalho foi
sintetizar o [*®F] FMISO, estabelecer metodologias de controle de qualidade e ensaios néo
clinicos da sua formulacdo, o que permitira gerar conhecimento a cerca do produto

produzido.
Os objetivos especificos foram:

v' Sintetizar o [*®F] FMISO a partir da adaptacio do modulo automaético para [*6F]
FDG Tracerlab MXrpe.

v" Desenvolver metodologias para realizacdo dos testes de controle de qualidade

fisico-quimico e microbioldgico do [*8F] FMISO;
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v Validar a metodologia para avaliagdo da pureza quimica e radioquimica do [*8F]

FMISO utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;

v" Realizar estudo de estabilidade a fim de determinar o prazo de validade do

medicamento;

v Realizar estudos ndo clinicos do [*®F] FMISO a fim de avaliar seu perfil de

seguranca por meio de ensaios de avaliacdo de citotoxicidade e genotoxicidade.
v' Avaliar o perfil de biodistribuico do [®F] FMISO em camundongos sadios;

v' Realizar estudos de imagem microPET com [*®F] FMISO em camundongos sadios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipdxia

A hipdxia é uma condicdo patoldgica que se desenvolve nos tecidos vivos quando
o fornecimento de oxigénio (O2) ndo é suficiente para suprimir as necessidades metabdlicas
das células, tecidos e érgdos. Pode ocorrer por diminuicao do aporte sanguineo (isquemia)
ou por diminuicéo da taxa de transporte de oxigénio pelo sangue, decorrente da anemia ou
ar rarefeito (KUMAR, 2007). Caracteriza-se pela presenca de valores de pressao parcial de
oxigénio (pO2) inferiores a 10 mmHg, enquanto nos tecidos normais, se encontram valores
de pO2 de 24-66 mmHg. A disponibilidade reduzida de O afeta as func¢des biologicas dos
orgaos, tecidos ou células, sendo responsavel por mudangas fisiologicas, na regido do

corpo, onde se encontra localizada (LAPA et al, 2015).

Varios fatores sdo reconhecidos como causas de hipoxia, como:

1) Baixa pressdo parcial de O2 no sangue arterial, devido a doengas pulmonares ou
alta altitude (hip6xia hipoxémica), por exemplo;

2) Capacidade reduzida do sangue transportar O» como resultado da anemia (hipoxia
anémica), da formacdo de metahemoglobina ou da intoxicacdo por monoxido de
carbono;

3) Reducdo generalizada ou local da perfusdo tecidual (hipdxia circulatoria ou
sistémica); e

4) Incapacidade das células de usar O, devido a intoxicagdo, como no caso de

envenenamento por cianeto, por exemplo (hipoxia histotoxica ou citotoxica).

Em termos bioquimicos, a hipdxia é definida como a redugéo do transporte de elétrons
limitado pelo O2. Nas situacdes de hipdxia, o piruvato formado ao final da glicolise néo é
oxidado para a formacdo da forma quimica da acetil-CoA para que, assim, seja dada
sequéncia ao processo de respiracdo celular (Ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa).
Consequentemente, a etapa da fosforilacdo oxidativa, na qual h4 a producdo de ATP
(adenosina trifosfato), deixa de ocorrer e o0 processo de formacéo de ATP passa a depender

exclusivamente da respiracao anaerébica (fermentacéo). 1sso estéd associado aos altos niveis
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de consumo de glicose caracteristica dos tecidos tumorais e é necessaria para manter o
suprimento de precussores das vias anabodlicas (lipideos, aminoacidos, acidos nucleicos
etc) quanto dos niveis celulares da producéo de ATP dentro do ambiente de estresse. Nesta
segunda rota, a enzima lactato desidrogenase reduz o piruvato a lactato (Figura 1)
fornecendo uma quantidade bem inferior de ATP se comparado a fosforilagdo oxidativa
(NELSON et al., 2014; KNOWLES & HARRIS, 2001).

Os tumores sdo caracterizados por gradientes dos niveis de O, baseado na distancia
entre as células tumorais e 0s vasos sanguineos. No esquema, células tumorais ao redor do
vaso sanguineo estdo bem oxigenadas, enquanto células tumorais mais distantes do vaso
estdo pouco oxigenadas e expressam altos niveis do fator induzido pela hipoxia (HIF-1).
HIF-linduz a expressdo de proteinas que aumentam a captacdo de glicose; converséo de
glicose a piruvato; geracdo de lactato e H+; e efluxo desta molécula para fora da célula.
Dois moles de lactato sdo produzidos para cada mol de glicose consumida pela célula
hipdxica. O aumento no metabolismo glicolitico esta associado com a distribuicéo reduzida
do substrato para a mitocondria (através da PDK1) e reduzida a massa mitocondrial
(KUMAR, 2007). O esquema representativo do modelo de hipoxia intratumoral esta

representado na Figura 1.

Figura 1 — Metabolismo celular em condic6es de hipoxia intratumoral.
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Fonte: KUMAR, 2007.
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O acumulo de &cido latico, concomitante a diminuicdo de ATP disponivel, acarreta
diversas alteracOes intracelulares que podem resultar em morte celular. Essas alteracfes
consistem no aumento dos niveis intracelular do célcio (Ca?"), que leva a tumefacdo
celular, deplecéo das reservas de glicogénio com acumulo de acido latico e consequente
diminuigdo do pH, reducdo da sintese de proteinas, e perda da contratilidade. Nesta fase,
os danos celulares sdo reversiveis com o restauro do aporte de oxigénio, no entanto, sua
persisténcia pode resultar na morte celular, seja por apoptose ou por necrose (KUMAR,
2007; NELSON et al., 2014).

Fisiopatologicamente, a hipoxia é definida como uma disponibilidade de oxigénio
reduzida e/ou a diminuicdo das pressfes parciais abaixo dos limites criticos, resultando no
fornecimento insuficiente desse gas aos 6rgaos, tecidos e células. A prevaléncia de areas
hipdxicas € uma caracteristica de tumores sélidos e das respectivas metastases e tem sido
descrito em uma ampla gama de malignidades humanas, incluindo cancer de pulméo, de
mama, colo do Utero, cabega e pescoco, préstata, sarcomas e melanomas (CHENG et al.,
2016; KILIAN, et al., 2016).

2.2 Hipoxia tumoral

O oxigénio (O2) é um elemento quimico essencial no metabolismo e na cadeia
transportadora de elétrons nas mitocondrias das células vivas. Qualquer desequilibrio nos
niveis normais de Oz nos tecidos provoca modificagcdes no metabolismo celular conduzindo
a alteracdes fisiopatologicas (BOGLIOLO, 2011).

A deficiéncia em oxigénio é um estresse central do microambiente tumoral que
surge como consequéncia da expansdo dos tumores solidos pela proliferacdo exacerbada
das células cancerosas e baixo suprimento vascular. Nos tumores, as zonas hipoxicas sao
resultantes, inicialmente, de isquemias provocadas pela irrigacéo ineficiente ou insuficiente
de microvasos que atendem ao tecido tumoral, devido a diminui¢cdo no fornecimento de
oxigénio as células. Desta forma, células localizadas mais no centro dos tumores dependem
exclusivamente da via anaerobica de producdo de ATP e assim consomem mais glicose do

que células de tecidos sadios, tendo como produto final o acido latico. Determinadas
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celulas tumorais também aumentam a producdo de enzimas glicoliticas, que podem
estimular a via glicolitica (AVNI et al. 2011).

Diversas causas produzem obstrucdo vascular que leva a reducdo do fluxo
sanguineo (oligoemia, com hipdxia) ou a sua parada (isquemia, com anoxia); dependendo
da intensidade e da duracdo do fendmeno e da suscetibilidade a privacdo de oxigénio e
nutrientes, as células degeneram ou morrem (BOGLIOLO, 2011). Nos tumores, a isquemia
ocorre em funcdo do crescimento rapido da massa tumoral e pela diminuigdo ou obstrucéo
dos vasos sanguineos que o irrigam interiormente (SAR et al., 2009; HANDLEY et al.,
2001).

Ao contrario do que popularmente é pensado, a estrutura de um tumor nao &, apenas,
um aglomerado de células em constante proliferagdo. As células neoplésicas compreendem
menos da metade do volume total do tumor. Os vasos sanguineos que o entrelagam ocupam
no maximo 10% do volume tumoral. O espaco restante € preenchido por matriz rica em
colageno que envolve as células neoplasicas e pode separa-las da vascularizacédo, expondo-
as gradualmente a uma menor quantidade de oxigénio (BOGLIOLO, 2011; SAR et al.,
2009).

De acordo com Thomlinson e Gray (1955), nos tumores sélidos, durante a
proliferacdo celular, as novas células formadas empurram as existentes para a periferia,
expondo-as gradualmente a uma menor quantidade de nutrientes e oxigénio de acordo com
o representado na Figura 2 (THOMLINSON& GRAY, 1955).

Figura 2 - Representacdo esquematica do crescimento tumoral e suas implicacdes na
privacdo de oxigénio e nutrientes as células que constituem o tumor formando uma
regido em condicgdes de hipoxia (regido enegrecida).
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Fonte: Bogliollo, 2011.
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O abastecimento sanguineo do tumor é realizado por meio da vascularizagdo
existente na regido. Durante seu crescimento, alguns dos vasos sanguineos pré-existentes
séo obstruidos ou comprimidos. Posteriormente, pequenos vasos sanguineos comegam a
surgir (neovascularizacdo) e estes se ramificam excessivamente, se tornam tortuosos e
seguem em direcdes imprevisiveis. Consequentemente, algumas areas do tumor séo bem
irrigadas, enquanto outras tém pouca ou nenhuma vascularizagdo, o que faz com que o
aporte de oxigénio e nutrientes para algumas regies do tumor seja muito menos eficiente
do que nos tecidos normais. As células localizadas préximas aos vasos sanguineos
(periferia do tumor) séo células bem oxigenadas. As células localizadas no centro do tumor
e, portanto, distantes da vascularizacdo, sao células anoxicas e necréticas. Finalmente, as
células existentes entre estas duas regides sdo conhecidas como células em hipoxia, pois
estdo localizadas em uma regido de baixa concentracdo de oxigénio (Figura 3) (VAUPEL,
2004; OLIVEIRA, 2002).

Figura 3 - Hipdxia de um tumor sélido mostrando a diminuicédo do aporte de
oxigénio em relacéo a distéancia capilar.

células tnmorais

@@» células oxipenadas
8> ¢élulas em hipdxia
ame células em necrose

Fonte: Oliveira, 2002.

Para todos os organismos que precisam de oxigénio (Oz), as alteracfes da sua
pressdo parcial representam um estimulo fisiolégico importante. As pressdes parciais

intracelulares de oxigénio sdo mantidas num intervalo muito estreito de valores, no sentido
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de minimizar o risco de dano oxidativo por excesso de oxigénio (hiperdxia) ou o risco de
faléncia metabdlica por insuficiéncia de oxigénio (hipoxia) (HATANO et al., 2012;
RAJENDRA, et al., 2004). Contudo, algumas alteracdes no aporte de oxigénio nos tecidos
sdo compativeis com a vida, como as que sdo observadas durante um exercicio exagerado
ou na exposicdo a altas altitudes (HAGG & WENNSTROM, 2005).

A diminuicdo no nivel de oxigénio possui um forte impacto em nivel de biologia
da célula tumoral. Em particular, a baixa concentracdo de oxigénio dos tecidos tumorais
coopera para a progressdo do tumor, o que faz a resposta da célula tumoral a hipoxia ser de
extrema importancia para a compreensdo da recidiva e prognoéstico tumoral (LEE et al.,
2007). Nos tecidos cancerosos, a diminui¢do da concentracéo de oxigénio pode provocar a
parada do ciclo celular, apoptose, diminuicdo do metabolismo anaerdbio, alteracdo na
remodelacdo dos tecidos, alteracdes na eventual adaptacdo ao estresse, angiogénese
tumoral, diferenciacdo celular e necrose (PAPANDREOU et al., 2005).

Adicionalmente, a hipdxia pode induzir alteracfes protedmicas que permitem que
as células tumorais se adaptem facilmente e sejam capazes de superar a privacdo de
oxigénio e de nutrientes, sobrevivendo ao ambiente hostil. Esta adaptacdo ¢ acompanhada
de angiogénese, aumento da glicdlise e inibicdo de apoptose (VAUPEL, 2004). Ao
contrario das células normais, as células tumorais superam a dependéncia de fatores de
crescimento por meio da aquisicdo de alteracdes genéticas que modificam funcionalmente
as vias de sinalizacdo dependentes de receptores, influenciando e/ou permitindo a entrada
e 0 metabolismo de nutrientes que promovem a sobrevivéncia celular e sustentam e/ou
estimulam o crescimento celular (AXELSON et al., 2005; VANDER HEIDEN et al.,
2009).

Geneticamente, quando as células tumorais se tornam hipdxicas ha uma alteracéo
na expressdo génica. Esse fendbmeno possui um papel vital na regulacdo da angiogénese,
invasdo do sistema imune, instabilidade genética, metastase e invasdo, metabolismo,
resisténcia ao tratamento e manutengdo de células tronco. A alteragcdo oncogénica das
células aumenta sua susceptibilidade a apoptose que foi induzida pela hipdxia. O nivel de
p53 em células aumenta sob condi¢des de hipoxia, induzindo apoptose pela via que envolve
Apaf-1 (Apoptotic protease activating fator 1) e caspase-9 como efetores downstream.

Contudo, o fendmeno da hipdxia também inicia outras vias de apoptose que sao

independentes da p53 envolvendo HIF-1, genes da familia BCL-2 e outros genes ainda
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desconhecido. Altera¢des induzidas na protedmica pela hipdxia induzem a parada do ciclo
celular, diferenciacdo, apoptose e necrose e podem explicar recorréncias tardias, micro
metastases e crescimento retardado das grandes massas tumorais (TOYONAGA et al.,
2017).

As células cancerosas se adaptam ao microambiente hipdxico, principalmente, por
meio da ativacdo dos HIFs (WONG, 2012). Esses fatores sdo responsaveis por regular a
expressao dos genes que mediam as respostas adaptativas. Toda a cascata transcricional do
HIF-1 esta envolvida em um processo inflamatorio, ja que, com o aumento da massa sélida
do tumor acontece uma diminui¢cdo no aporte de oxigénio e dos nutrientes as células
levando-as a necrose, que por sua vez libera mediadores pro-inflamatérios (MAMLOUK
& WIELOCKX, 2012; ROHWER et al. 2012).

A hipoxia € um dos fatores mais importantes para expressdo da malignidade dos
tumores, influenciando varios aspectos da biologia tumoral, inclusive suas respostas a
terapia: radioresisténcia e quimioresisténcia sendo associada a um pior progndstico
(TOYONAGA et al., 2017). Saber quais sdo as caracteristicas morfoldgicas das lesdes
tumorais ndo é suficiente. E, também, importante conhecer e perceber o que se passa no
microambiente tumoral. A deteccdo de tecidos vidveis, mas hipoxicos, pode servir como
indicador prodémico do desenvolvimento da doenga (como por exemplo, diabetes) ou um
indicador progndstico do controle da doenca (como no acidente vascular cerebral) (LAPA
et al., 2015; WIEBE et al., 2002). Desta forma, a deteccdo e quantificacdo dos niveis de
oxigénio em tumores tornam-se fundamentais, pois tém implicacbes nas respostas
terapéuticas, determinando o modo e tipo de terapia mais adequados, como 0 uso de

radiacdo e/ou agentes quimioterapicos (TANG et al., 2005).

2.3 Métodos de deteccdo de hipoxia

Uma variedade de técnicas para detectar e quantificar oxigénio nos tecidos tem sido
desenvolvida ao longo dos anos. No entanto, ainda ndo existem metodologias validadas
suficientemente sensiveis ou confiaveis para uso clinico (LEE et al, 2007). Até meados da
década de 1980, a unica forma de se medir ou determinar regides de hipoxia em tumores

era por meio de métodos invasivos, que traziam resultados tardios ndo sendo assim,
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correspondentes fiéis no momento do tratamento (TREDAN et al, 2007; NANDY et al,
2010; HANDLEY et al, 2011).

O uso de eletrodos sensiveis a oxigénio (sondas de Eppendorf) tem sido
considerado o método padrdo para medicdo da pressao parcial de oxigénio nos tumores.
Contudo, hd uma variagcdo nas medicOes da pressao parcial e os resultados sdo dependentes
de variaveis, como o laboratorio onde se realiza o exame. Além disso, a técnica ndo
consegue medir a oxigenacdo em determinadas microrregifes, entre outras desvantagens.
Os eletrodos de Eppendorf constituem uma técnica de medicdo extracelular e, caso se
pretenda informacao intracelular, outros métodos terdo que ser utilizados (SHETTY et al.,
2012; ABRANTES et al., 2009).

As técnicas imuno-histoquimicas constituem um método que consegue distinguir o
grau de hipdxia, tal como a fracdo de células tumorais neste estado. Contudo, a técnica é
limitada quanto a identificacdo das células hipoxicas, além de ser uma técnica invasiva.
Como alternativa, surge a coloragdo imuno-histoquimica, que é uma técnica intracelular
com resolucdo espacial. Neste método é usada coloracdo de marcadores de hipoxia
enddgenos (produtos de genes) e exdgenos (quimicos, farmacos), que tém a vantagem de
fornecer informacdo da distribuicdo espacial da hipoxia nos tumores a um nivel
microrregional. Em comparacdo & sonda de Eppendorf, esta técnica fornece informacéo
essencial do ambiente intracelular a um nivel individual, enquanto a sonda de Eppendorf
da informacéo relativamente a um volume de 500 células (ABRANTES et al., 2009).

Os métodos referidos acima sdo de carater informativo, porém invasivos, assim
como o método de andlise dos danos no DNA (eletroforese do DNA extraido por biopsia).
Idealmente, o método para detec¢do da hipoxia deve ser rapido, ndo invasivo, econdmico,
capaz de determinar a extensao da area hipoxica com boa resolucéo espacial e temporal e
sem efeitos secundarios. Até o momento, ndo foi desenvolvida uma técnica que atendesse
a todos os requisitos, uma vez que todos os métodos desenvolvidos necessitam de
equipamento especializado, apresentam carater invasivo, sdo dependentes de bidpsia e
podem apresentar-se deficientes devido a heterogeneidade e a distribuicdo da hipoxia no
tumor (TREDAN et al, 2007; NANDY et al, 2010; HANDLEY et al, 2011).

Hoje em dia, é possivel obter este tipo de informagdes por meio do uso de varias
técnicas de imaginologia médica funcional. Nestas técnicas recorre-se a biomarcadores que

permitem identificar e mapear diferentes comportamentos funcionais. A partir desse
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conhecimento poderdo ser delineadas estratégias terapéuticas personalizadas e mais
adequadas a situacéo clinica de cada doente (LAPA et al., 2015).

A Medicina Nuclear, por meio do uso de moléculas marcadas envolvidas nas vias
intracelulares influenciadas pela hipdxia ou com impacto em outras vias metabdlicas, pode
fornecer informacdes sobre a concentracdo de oxigénio in vivo no tumor (BRITZ-
CUNNINGHAM & ADELSTEIN, 2003; GAGEL et al., 2006; HOLLAND et al., 2009).
A PET/CT com radiofarmacos marcadores de hipdxia apresenta-se como uma alternativa
aos metodos invasivos que implicam a puncdo com eletrodos polarograficos para
identificacdo de locais de hipoxia tumoral. E um método imaginoldgico ndo invasivo que
tem ainda, como vantagem, permitir a distincdo entre a hipOxia associada as células
tumorais viaveis da hipoxia associada a necrose. Esta é uma informacdo importante que
ndo € possivel obter por meio dos sistemas de eletrodos polarograficos (LAPA et al., 2015).

Vérios radiotracadores como, o [®F]JFMISO, [®¥FJFAZA, [*?1]IAZA,
[**Cu]ATSM, [®Ga]DOTA-NI, entre outros, vem sendo desenvolvidos e outros estdo em
fase de desenvolvimento com o objetivo de serem utilizados na avaliacdo ndo invasiva do
microambiente tumoral, em particular da hipoxia, caracteristica dos tumores sélidos e
considerada um fator determinante na resisténcia ao tratamento e progressdo da doenca
(SHETTY et al., 2012; KUMAR et al., 2002; KROHN et al., 2008; IMAM, 2010).

Atualmente, uma metodologia promissora para detec¢do de hipoxia é por meio do
uso de radiofarmacos especificos, utilizando a tomografia por emissao de positrons (PET).
E a técnica de imagem mais sensivel para deteccio de hipoxia e apresenta caracteristicas
satisfatorias para seu uso como (SHETTY et al., 2012; DU et al, 2012):

e E um método n3o invasivo;

e Fornece informacdes sobre a heterogeneidade do tumor;

e E possivel fazer medicdes repetidas;

e E possivel mapear diferentes alteragdes fisioldgicas associadas a hipoxia;
e Possui facil acesso a regido de interesse; e

e Possibilita a quantificagdo da concentracéo do radiofarmaco no 6rgéo ou regiédo de

interesse.
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2.4 Tomografia por Emissdo de Pdésitron (PET)

A PET é uma modalidade de imagem funcional desenvolvida na década de 1970 e
desde entdo se tornou indispensavel nas avaliacdes das funcdes bioldgicas em nivel
molecular. Essa tecnologia é utilizada na medicina nuclear e permite a visualizacdo da
interacdo entre moléculas marcadas com um radionuclideo, tragadores e alvos bioldgicos.
E uma técnica de imagem funcional nio invasiva com excelente resolucdo, alta
sensibilidade e tem a vantagem importante de proporcionar informacdes quantitativas de
processos fisioldgicos, bioquimicos e farmacoldgicos em individuos vivos utilizando
concentragdes picomolares de radiofarmaco (SONNI, et al., 2018; LI; CONTI, 2010).

Apbs o uso inicial apenas como PET, o primeiro scanner hibrido PET acoplado a
um tomografo computadorizado (PET/CT) foi introduzido e utilizado clinicamente em
2000. Os scanners PET/CT hibridos (Figura 4) associam a informagdo molecular da PET
a informacdo tomodensitométrica da CT. Sua importante capacidade de fornecer mapas de
atenuacdo de tecidos para correcdo das imagens de PET, melhora significativamente a
precisdo diagndstica. O PET/CT hibrido permite, no mesmo exame, a obtencéo de imagens

com informagao anatomo-molecular (SONNI, et al., 2018).

Figura 4 - Esquema do equipamento hibrido de PET/CT.

Fonte: SAHA, 2010.

Nas Ultimas décadas, a PET tem emergido como um poderoso método de
diagnostico clinico para mapeamento de processos patolégicos in vivo, permitindo, assim,

a investigacdo em tempo real de uma doenca e, consequentemente, o estudo de uma terapia,
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antes que as alteracBes anatbmicas sejam visiveis. Os progressos dessa tecnologia sao
multiplos, quer na componente PET (hardware, software, métodos de reconstrucéo,
tecnologia time of flight — TOF), quer na componente CT e, também, no desenvolvimento
de métodos de compensacdo e correcdo de movimentos respiratérios e cardiacos.
Atualmente, a PET pode ser aplicada para as seguintes finalidades (SLOMKA et al., 2016;
WENICK; ARSVOLD, 2004):

Identificacdo de doencas malignas;

e Identificacdo de sitios tumorais para planejamento de bidpsia ou cirurgia;

e Avaliacdo da resposta do tumor a quimioterapia e radioterapia;

e Deteccdo precoce de uma patologia;

e Avaliagdo das vias moleculares como atividade metaboélica, fornecimento de
oxigeénio, sintese de DNA e proteinas, proliferacdo celular, ligacdo de receptores
e expressdo génica;

e Auvaliacdo da funcionalidade dos tecidos e alteracGes estruturais; e

e Delineamento de novas drogas e estudo da farmacodindmica e farmacocinética.

A principal caracteristica da PET é que os farmacos utilizados sdo marcados com
radionuclideos emissores de positrons e ao serem injetados no paciente decaem emitindo
particulas de carga positiva (pésitron, B) que, depois que viajar numa distancia muito curta
no tecido circundante, irdo colidir com elétrons presentes no meio dando origem a eventos
de aniquilacdo (LI; CONTI, 2010). O fenbmeno de aniquilacdo resulta em dois fotons de
alta energia, 511 keV, em dire¢cdes diametralmente opostas (180° + 0,3°) (SAHA, 2010),
conforme representado na Figura 5, sendo a energia dos fotons resultantes da aniquilacéo

equivalente as massas de repouso do elétron e do poésitron.
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Figura 5 - Um positron e um elétron aniquilam-se produzindo dois fotons 511 keV
gue viajam em direcGes opostas (A). O foton de 511 keV registrado pelo detector
circular de raios gama na camara PET (B) e a imagem sendo reconstruida (C).
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Fonte: Adaptada, LI; CONTI, 2010.

O deslocamento em sentidos opostos dos fotons provenientes da aniquilacdo dos
positrons permite que, quando estes sdo detectados, seja definida uma linha na qual ocorreu
a referida aniquilagédo, chamada linha de resposta (line of response — LOR). O equipamento
PET esta programado para identificar os pares de fotons detectados simultaneamente, por
detectores diametralmente opostos. Este mecanismo de aquisicdo baseado na deteccédo
coincidente assume que os pares de fotons provém da mesma aniquilacédo, pelo que a linha
tracada por estes permite localizar as moléculas do radiofarmaco no interior do paciente
(DUET et al., 2007).

A distancia percorrida pelo positron na matéria, antes da aniquilacdo, € diferente
para cada radionuclideo e é dependente da energia do positron. A energia do poésitron afeta
a qualidade da imagem, quanto maior a energia, maior sera a perda da resolucdo espacial
(SAHA, 2010; LI; CONTI, 2010; KOWALKI; FALENS, 2004). Na Tabela 1 estdo listados

os radionuclideos PET mais utilizados com suas energias e caracteristicas mais importantes.
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Tabela 1 - Principais emissores de pésitrons e suas caracteristicas fisicas

Modo de Energia
. . Meia-vida . do foton  Abundancia Principal método
Radionuclideo decaimento ~
(T1) (%) gama (%) de producéo
(keV)
10 (d, n) 1c
e 204min B (100) 511 200 1N (p. a) BC

12C (d, n) BN
BN 10 min B* (100) 511 200 150 (p, @) BN
B3c (p, n) BN

50 2 min B* (100) 511 200 1;‘“ Ed, ng ig
p, N

%0 (p, n)

BF 110 min B* (97) 511 194
+ 63 62
6271 9,3h B"(8) 41 o5 Cu (p, 2n) ®Zn
CE (92) 550 co
i ¥ Gerador
62Cy 9,7 min [é E(Sé;g 511 Jos oredor
Gerador
i " (89) 178 %Ge -55Ga
68Ga 68 min B* ( 511
CE (11) ngn (p1 n)esGa
"Ge 2108d ¢ (100) - - %Zn (o, 2n) Ge
755 : o1
TRb ‘ééiﬁ; i 0 TMo>¥Sr>¥Rb

Fonte: SAHA, 2010.

Um grande ndmero de eventos de aniquilacdo é detectado por uma matriz de
detectores de cintilagdo, separados por 180°, que transmitem um sinal coincidente quando
sdo atingidos simultaneamente. A energia do foton que é absorvida pelos detectores €
reemitida como luz visivel e detectada por tubos fotomultiplicadores. O sinal de luz é
convertido em corrente elétrica, que € proporcional a energia incidente. Os eventos

registrados sdo reconstruidos em imagem tridimensional reproduzindo a distribuicdo
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espacial da fonte radioativa no individuo estudado por meio da utilizacdo de hardwares e
softwares para aquisicdo de dados, reconstrucdo de imagens e manipulacdo (LI; CONTI,
2010).

Os emissores de positrons de meia vida curta, como *C, *N e O s&o os
marcadores mais utilizados, ja que esses elementos s&o constituintes de biomoléculas e sua
incorporacdo em moléculas farmacéuticas permitiria manter as mesmas propriedades
fisico-quimicas ¢ bioquimicas do composto “ndo radiomarcado”, evitando assim,
modificacdes indesejaveis no comportamento da droga (SAHA, 2010). Porém, a utilizacéo
de radiofarmacos que possuam esses radionuclideos na formulacdo é limitada a locais
préximos onde séo produzidos, por possuirem o tempo de meia vida muito curto (20,9 e 2
minutos) para distribuicdo e comercializacdo. Entre os radionuclideos disponiveis para
procedimentos de marcacdo, o fluor-18 é uma alternativa para tornar a aplicacdo de
radiofarmacos mais acessivel abrangendo pacientes de locais mais distantes, devido ao seu
tempo de meia vida ser mais longo que os demais e por causa da sua ampla disponibillidade
e a possibilidade da sua sintese automatizada (VALLABHAJOSULA, 2017).

2.5 Marcacio de moléculas com 8F

Nos ultimos anos, muitos tracadores PET foram propostos e avaliados em estudos
ndo-clinicos e clinicos, permitindo caracterizar a biologia do tumor mais apropriadamente
para 0 manejo clinico do paciente com cancer. Varias publicacBes revisaram
exaustivamente as vantagens e limitagbes de muitos radiofarmacos PET
(VALLABHAJOSULA et al., 2011; DUNPHY et al., 2009; LOPCI et al., 2014; LIU et
al., 2009).

Atualmente, o radionuclideo mais utilizado para marcar moléculas utilizado na
PET/CT € o fluor-18. Seu tempo de meia vida é relativamente longo (109,8 minutos), se
comparado aos demais radionuclideos PET (%4Cu (12 horas) e 1?1 (4 dias)). Isso permite
um tempo maior de sintese quimica de marcacéo de moléculas, além desse tempo de meia
vida mais longo permitir investigacdes de processos biologicos com duragdo maior que
100 minutos sejam realizadas. O 8F apresenta baixa energia de positrons (B méaximo de
0,635 MeV) com curto alcance nos tecidos, o que gera imagens com maior resolucédo. Ele

pode ser sintetizado com alta atividade especifica, produzido em grandes quantidades em
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ciclotron e apresenta sintese com alto rendimento na marcacdo dos tracadores
(VALLABHAJOSULA, 2017; JACOBSON e CHEN, 2010; ELL, 2006).

Apesar do *8F ndo ser constituinte do organismo vivo, ele é capaz de incorporar as
moléculas organicas como um substituinte para o hidrogénio, hidroxila ou algum outro
grupo funcional. Mais uma vantagem do ‘®F na marcacdo de moléculas bioldgicas é o
blogueio das vias metabodlicas. A molécula radiomarcada funciona no organismo como
uma molécula normal até certo ponto de sua via metabolica, onde as reacGes de
metabolizacdo sdo interrompidas e ficam acumuladas no organismo, permitindo uma
melhor deteccdo pela PET (KAMARAINEN, 2007).

A producdo do 18F é feita a partir dos isotopos 2°Ne ou 80, podendo ser formulado
em duas formas quimicas: na forma de 8F,, estando positivamente carregado (eletrofilico),
ou na forma 8F, rico em elétrons (nucleofilico). Dessa forma, a marcaco das moléculas
biolégicas com 8F pode ocorrer tanto por reagdo eletrofilica quanto por reacéo nucleofilica
(JACOBSON e CHEN, 2010; KAMARAINEN, 2007).

Nas reacdes eletrofilicas, o [*®F]F2 que é muito reativo, sera ligado a um reagente
rico em elétrons, como, por exemplo, os alquenos. Para melhorar o controle da reacéo,
pode ser adicionado um moderador, que ira controlar a alta reatividade do [*8F]F-.

Nos casos das reacdes nucleofilicas, uma molécula precursora reage com ‘8F para
produzir um composto radiomarcado. O 8F é produzido a partir do bombardeamento da
agua enriquecida, sendo obtido em solucdo agquosa. No entanto, o fluoreto na sua forma
aquosa € pouco reativo e requer algumas manipulacdes simples, mas importantes. [®F] F
(ag) deve ser dissolvido em um solvente organico e transferido para uma forma
guimicamente mais reativa para obter tempos de reacdo mais razoaveis e melhores
rendimentos de sintese. Geralmente, sdo adicionados ao ®F um contra-ion, na forma de
carbonato de potassio, e 0 aminopoliéter (Kriptofix 222 ou TBA-HCO3), antes do processo
de secagem. As reacdes de marcacdo séo realizadas com a adi¢do de um solvente orgénico
aprético dipolar & solucdo, tais como dimetilsulfoxido (DMSO), acetonitrila ou N,N-
dimetilformamida (DMF). As radiofluoragdes nucleofilicas s&o utilizadas em reacdes de
substituicéo alifatica e aromatica (JACOBSON e CHEN, 2010; KAMARAINEN, 2007).
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2.6 Radiofarmacos

Os radiofarmacos sao substancias formadas pela juncdo de um ou mais atomos
radioativos e um substrato como propriedades bioquimicas (que ird determinar a
distribuico e o comportamento fisioldgico do radiofarmaco). N&o possuem agdo
farmacologica e, dependendo da sua forma farmacéutica, tipo de radiacdo emitida, e valor
da sua radioatividade, ttm como finalidade diagnosticar patologias e disfuncbes do
organismo e/ou também serem aplicados nas terapias de doengas, por exemplo, em tumores
radiossensiveis (ANVISA, 2015; SAHA, 2010; BRYAN, 2009).

Esses tracadores podem ser formados apenas por um Gnico radionuclideo (**3Xe) ou
por um fon (**I). Pode ser um pequeno COMPOSt0 Organico ou inorganico
([*®F]fluordesoxiglicose e [®MTc](CNR)s"), ou ainda biomoléculas complexas (proteinas
radiomarcadas) (BRYAN, 2009).

Os radiofarmacos devem possuir afinidade por determinados 6rgdos ou tecidos
tumorais de interesse. E grande a busca por radiofarmacos com baixa captacio em 6rgdos
ndo alvo, pois a captacdo nesses Orgaos atrapalha o diagndstico mascarando possiveis
detalhes, além de submeter, desnecessariamente, partes do corpo a exposicao a radiacao.
O radiofarmaco deve ainda apresentar rapida eliminacdo daquilo que nédo foi captado, de
modo a aumentar o contraste da imagem e reduzir a dose de radiacdo absorvida pelo
paciente (DECRISTOFORO, 2012). Um radiofarmaco deve ser de facil producéo, custo

razoavel e facilmente acessivel aos servigos de medicina nuclear.

A utilizacdo de radiofdrmacos na medicina nuclear faz com que as técnicas de
imagem sejam extremamente vantajosas frente a outras modalidades diagnésticas como a
tomografia computadorizada, a ressonancia magnética e a ultrassonografia, baseadas nas
alteracOes estruturais dos 6rgdos e tecidos. Os procedimentos de medicina nuclear
permitem o mapeamento da funcdo fisiologica e da atividade metabdlica, permitindo
diagnosticar precocemente muitas doencas, além de possibilitar avaliacGes e estudos de um
mesmo 6rgdo ou sistema em seus aspectos tanto macroscopicos quanto moleculares
(ROBILLOTA, 2006).
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A PET/CT tem j& indicacGes bem estabelecidas no estudo de diversos tipos de
tumores. No entanto, outras indicac6es, baseadas na utilizacao de radiofarmacos tracadores
de comportamentos moleculares, continuam a ser exploradas. Novas abordagens
considerando 0 conceito Teranostico (utilizacdo mista, direcionada para
diagndstico/terapéutica) estdo sendo desenvolvidas, tendo como base a utilizagdo de
radiofarmacos  dirigidos  especificamente  para  receptores  tumorais  alvo
(DIMITRAKOPOULOU-STRAUSS, 2015). Também a propria interpretacdo da imagem
molecular se encontra em processo de evolugdo, valorizando-se, cada vez mais, a
importancia da extracdo de parametros quantitativos da imagem médica. A avaliacdo
radibmica assume que as imagens médicas ndo sao apenas representacdes visuais, mas que
também podem disponibilizar importantes dados quantitativos com interesse diagndstico e
valor prognéstico (HATT et al., 2016).

Nos ultimos anos o interesse pela imaginologia molecular tem aumentado,
principalmente em oncologia, assistindo-se ao desenvolvimento de mdltiplos
radiofarmacos PET (RICE et al., 2011). Encontram-se registradas na base de dados da NIH
(National Institutes of Health — USA) cerca de 800 moléculas radiomarcadas para fins
imaginoldgicos, referidas como tendo aplicacdo clinica (ou potencial aplicacdo), muitas
delas correspondendo a radiofarmacos PET (VALLABHAJOSULA et al, 2011.). Alguns
sdo ja utilizados por rotina (Tabela 2) e muitos outros estdo em processo de

desenvolvimento para aplicagdo clinica.
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Tabela 2 — Moléculas radiomarcadas registradas na base de dados da

National Institute of Health e utilizada na rotina clinica.

Molécula Radiofarmaco PET Aplicacéo clinica
Tracador de
o atividades
Fluoreto de sddio [*®F]NaF

osteoblasticas

Tracador de
Desoxiglicose [*®F]FDG atividade glicolitica
Acetato [1!C]Acetato )
_ Tragador de sintese
Dopamina [*®F]FDOPA _
o o proteica
Metionina [*!C]Metionina
o Marcadores de
Misonidazol [**FIFMISO o
o o hipoxia
Azomicina arabinosido [**FIFAZA
Timidina [*®F] Timidina Marcadores de
Colina [F]Colina proliferacéo celular
Colina [1!C]Colina
Marcadores de alvos
Octapeptideo [¢8Ga]DOTA(TOC/NOC/TATE) _ B
_ tumorais especificos
Estradiol [*®F]FES

No Brasil, a producdo e comercializagdo de radiofarmacos, durante muitos anos
foram monopdlio da Unido, mas devido ao grande avanco da medicina nuclear, o uso de
radiofarmacos de meia vida muito curta e dificuldade na logistica de envio do produto para
as clinicas e hospitais mais distantes dos centros produtores, foi necessario, em 2006,

flexibilizar a producdo e comercializagdo de radioisotopos de meia-vida curta (igual ou
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inferior a duas horas) para iniciativa privada criar novas unidades produtoras de
radiofarmacos no pais (FERREIRA et al., 2011).

Dos varios radiofarmacos PET wusados na medicina nuclear a ['F]
fluordesoxiglicose ([*8F] FDG) (Figura 6) é o radiofarmaco mais utilizado (correspondendo
a cerca de 90% dos estudos PET/CT realizados) e tem muitas aplicacfes clinicas, como na
oncologia, cardiologia e neurologia (COENEN et al., 2010). Entretanto, o [*®F] FDG néo
é um radiofarmaco especifico para avaliacdo da malignidade, ja que diferentes processos
bioquimicos envolvem a utilizacdo de glicose (por exemplo, células inflamatdrias e
macrofagos acumulam maiores quantidades de FDG do que as células tumorais). Muitos
radiofarmacos PET estdo sendo estudados e validados para 0 uso no diagndstico clinico.
Alguns aminoécidos como a [*!C] metionina e [*®F] fluoretiltirosina tém grande potencial
para imagens de tumores cerebrais e no planejamento exato da radioterapia (LANGEN et
al., 2006; SINGHAL et al., 2008; GROSSU, 2010). Radiofarmacos analogos da colina
como a [*'C] colina e a [*®F] fluormetilcolina sdo amplamente utilizados nas imagens de
cancer de prostata (GROSSU, 2010).

Figura 6 — Estrutura quimica da molécula de [*®F] FDG.

Desde a introducdo da [*8F] FDG varios outros radiofarmacos PET vém sendo
desenvolvidos. A introducdo progressiva de novos radiofadrmacos PET, permitindo a
caracterizacdo molecular da entidade oncoldgica de cada doente, contribui para o
desenvolvimento de uma medicina mais personalizada e com melhores resultados
individuais (COENEN et al., 2010).

Nos casos dos tumores sélidos, por exemplo, sdo muitas vezes, associados a

deficiéncia no fornecimento de oxigénio, resultando na condicéo de hipoxia. Isto representa
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um fator limitante durante o tratamento de pacientes com cancer, uma vez que diminui a
eficacia da radioterapia e da quimioterapia. Assim, radiotracadores altamente especificos
para estes tipos de tumores sdo essenciais para caracterizacdo desta condicao tecidual nos
tecidos com baixa pressdo parcial de O (HAUBNER, 2010).

Para deteccdo de hipoxia, o tracador deve apresentar algumas caracteristicas
importantes como, ser especifico para hipoxia; sua captacdo deve refletir valores
intracelulares de pO; entre 0-10 mmHg, independentemente do tipo e grau do tumor; e
deve atravessar facilmente membrana do capilar sanguineo, preferencialmente sem o uso
dos sistemas de transporte de membrana, pois poderiam dificultar a interpretacdo dos
resultados das imagens (SHETTY et al., 2012).

Embora nenhum dos radiotracadores, atualmente disponiveis, apresentem todas
as propriedades de um agente de imagem de hipdxia ideal, a selecdo é baseada, em grande
parte, no tipo de tumor, facilidade de sintese e disponibilidade de radioisétopo. O 2-
nitroimidazol, que havia sido avaliado terapeuticamente como um radiossensibilizador de
citotoxina de células em hipdxia, vem sendo estudado extensivamente em diversos
modelos experimentais. Ele é reduzido sob condicfes de baixa concentragdo de oxigénio,
consequentemente acumulando-se em locais de hipdxia, tem sido uma molécula atraente
por muitos anos para imagens PET ou fins de imagem SPECT apds a marcacdo com
diferentes radioisétopos (SHETTY et al., 2012).

Compostos marcados radioativamente com 2-nitroimidazol (Figura 7) sdo
radiofarmacos PET especificos utilizados para a deteccdo de hipdxia. O seu papel como
marcadores de hipoxia foi proposto pela primeira vez em 1979 por Chapman e
colaboradores (CHAPMAN, 1979; CHAMPMAN et al., 1981).
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Figura 7 - Radiofarmacos para imagem de hipoxia
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Os derivados nitroimidazolicos sdo presos seletivamente no interior das células
hipbxicas por meio de mecanismos bioguimicos, 0s quais estdo relacionados a
concentracdo de oxigénio. Sob condi¢bes de hipdxia, o composto 2-nitroimidazol sofre um
processo de reducdo, que conduz a um intermediario altamente reativo por esse composto
e liga-se covalentemente a macromoléculas intracelulares acumulando-se no interior da
célula hipéxica (SHETTY, 2012; DU et al., 2012). Além disso, a presenca de um
radionuclideo emissor de pdsitrons na estrutura do derivado nitroimidazélico permite a
quantificacdo da concentracdo de oxigénio por meio de imagens PET e, finalmente, a
reconstrucdo da imagem dos tecidos afetados pela hipéxia. O [*®F] Fluoromisonidazol
([*®F] FMISO) é o tracador radioativo mais comumente utilizado para detectar hipdxia
tumoral por PET (DU et al., 2012).

2.7 Caracteristicas e sintese do Fluoromisonidazol ([*3F] FMISO)

Fldor-18 marcado com misonidazol (Figura 10), 1H-1-(3-[18F]fluor-2-
hidroxipropil)-2-nitroimidazol, ou [*®F] FMISO, é uma molécula pequena, solivel em

agua, com peso molecular de 189,14 Daltons. E um agente radiomarcador utilizado para
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avaliacdo quantitativa de hipdxia tumoral por meio da PET (TOYONAGA et al., 2016;
TANG et al., 2005).

O [*®F] FMISO (Figura 8) foi proposto como tragador da determinacéo de hipoxia
tecidual in vivo em 1986, e 0 primeiro a ser testado clinicamente. Desde entéo, tornou-se o
derivado nitroimidazolico mais utilizado para esta técnica e é considerado o padréo-ouro
para este fim (LAPA et al., 2015; TANG, 2005; DUBOIS, 2004). O [*¥F] FMISO se liga
seletivamente a células hipoxicas tanto in vitro como in vivo. Ele é comumente usado na
oncologia para avaliar quantitativamente tumores hipoxicos no pulmé&o, cérebro e em
pacientes com cancer de cabeca e pescoco (ESCHMANN et al., 2005; BRUEHLMEIER
et al., 2004) e na cardiologia em exames de coracdo de pacientes com isquemia miocardica
(MARKUS et al., 2004).

Figura 8 - Estrutura quimica do [*®F] FMISO, 1-(2-Nitro-imidazolil)-3-[*®F]fluor-2-
propanol ou 1H-1-(3-[*®F]fluor-2-hidroxipropil)-2-nitroimidazol.

Fonte: University of Utah, 2016.

A deteccéo de tecidos hipoxicos com [*F] FMISO é possivel, uma vez que ele fica
preso no interior das células tumorais por meio de um mecanismo estritamente
correlacionado ao nivel de oxigénio das células cancerosas.
A funcdo nitroimidazol desempenha um papel chave no mecanismo de captura de [*8F]
FMISO. Tal como todos os elementos da familia dos 2-nitroimidazdis, este radiofarmaco
é lipofilico e, ap6s a sua administracdo endovenosa, difunde-se, livremente, do
compartimento vascular para o interior das celulas, por difusdo passiva. Uma vez no meio
intracelular, o grupo nitro (NO3), presente neste radiofarmaco, € submetido a uma redugéo

de elétron mediada por enzimas nitroredutases; caso 0 oxigénio seja abundante, 0 processo
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sera reversivel e entdo serd reoxidado para o estado original, podendo o radiofarmaco
facilmente voltar a sair, novamente por difusdo passiva, para o espago extracelular. No
entanto, quando o oxigénio é deficiente, nomeadamente se a pO- for igual ou inferior a 10
mmHg, a reducdo do [*®F] FMISO continua e, mais ainda, acentua-se com uma segunda
reducéo, ndo sendo possivel reverter o processo. Na sua forma reduzida, o [*®F] FMISO
torna-se uma espécie altamente reativa que se liga covalentemente a biomoléculas
intracelulares, acumulando no interior da célula (Figura 9) (TOYONAGA et al., 2016;
LAPA et al., 2015; HOIGEBAZAR et al., 2013; HAUBNER, 2010).

Figura 9 - Esquema representativo do mecanismo intracelular de compostos
marcados com nitroimidazoles.
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Fonte: SHETTY et al, 2012.

A retencéo seletiva do [*®F] FMISO em tecidos hipoxicos pode ser observada em 1
hora ap6s administracdo e o radiofarmaco persiste no organismo por até 2,5 horas. Sua
meia vida bioldgica € de 50 minutos, apresentando um coeficiente de parti¢do octanol/agua
de 0,41, resultando em equilibrio com a agua total do corpo em normoxia e em tecidos
sadios. O [*®F] FMISO é metabolizado pelo figado e excretado pelos rins e bexiga (LEE,
2007). Estudos dosimétricos com [*®F] FMISO mostraram que a dose efetiva em exames
PET é 0,013 mSv/MBq em homens e 0,014 mSv/MBqg em mulheres, com atividade
administrada de 3,7 MBag/kg (0,1 mCi/kg) (LEE, 2007).

Foi confirmado, por polarografia e por métodos imuno-histoquimicos indiretos, que
a intensidade de captagéo (retencéo) de [*®F] FMISO ¢é influenciada pelos niveis de Oz nos
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tecidos tumorais, sendo tanto mais intensa quanto menor a pO2. Esta intensidade de
captacdao pode ser estimada, em imagem funcional, por meio de analise semiquantitativa
calculando, para cada area de captacdo do radiofarmaco, o valor de Maximum Standard
Uptake Value (SUVmax), simples ou corrigido para a atividade de fundo (LAPA et al., 2015;
TROST et al., 2008).

Desta forma, conforme Lopci et al. (2014) defendem, o [18F]FMISO se apresenta
como uma ferramenta de grande valia na clinica medica para mapeamento e
monitoramento de regides tumorais hipoxicas, especialmente os gliomas, carcinomas de
cabeca e pescoco, tumores cerebrais e regides isquémicas vasculares. O [18F]FMISO
associado a aplicagdo PET apresenta, ainda, boa resolucdo intrinseca, capacidade de
reconstrucdo tridimensional da regido tumoral, possibilidade de semiquantificacdo e/ou
quantificacdo do teor hipdxico tumoral, ndo apresenta toxicidade ou efeitos adversos
descritos para o paciente nas doses usuais diagndsticas, uso pratico ndo invasivo e relativa
facilidade de repeticdo nos casos em que se faga necessario.

Embora nas Gltimas décadas o [*®F] FMISO tenha sido considerado como o padrao-
ouro para a deteccdo de oxigenacdo do tumor via PET, a maior limitacdo é o clearance
muito lento do [*®F] FMISO do corpo, devido a sua alta lipofilicidade, resultando em
tempos de espera mais longo apds a aplicacdo do tracador e uma exposicdo maior do
paciente a radiacdo. Além disso, o [*®F] FMISO exibe um metabolismo dependente n&o-
significativo de oxigénio levando a uma quantidade consideravel de produtos metabdlicos
radioativos (NANDY, 2010). Ao contrario de outros tracadores PET para hipoxia, que na
maioria sdo eliminados por via renal (por exemplo, [*®F] FAZA e [®F] FETA), a
eliminacdo do [*®F] FMISO n&o ocorre apenas por meio do sistema renal, mas também via
hepatobiliar, o que reflete a sua baixa hidrofilicidade (SHETTY et al., 2012; NANDY,
2010).

Desde que foi sugerido para este fim, varias abordagens sintéticas para o [‘®F]
FMISO tém sido investigadas com o objetivo de melhorar seu rendimento radioquimico e
simplificar o processo de sintese, a fim de permitir o uso de suas aplicag@es clinicas.

Duas estratégias principais para a sintese de [*®F] FMISO séo relatadas na literatura:
a primeira € uma substituicdo nucleofilica de um precursor protegido com subsequente
remocdo do grupo protetor; a segunda estratégia € por meio da abertura do anel epdxido e

a producdo do intermediario [‘®F] epifluorohidrino, seguido de acoplamento ao 2-



48

nitroimidazole, em condigdes béasicas (TANG, 2005). Ambas as abordagens tém a sua
motivacdo com base em consideragdes praticas.

O primeiro método tende a minimizar o nimero de transformacdes quimicas
necessarias, como objetivo de uma alta eficiéncia de marcacdo e sintese em um unico
recipiente. O segundo se destina a utilizacdo de varios componentes quimicos e, por um
tempo, recebeu maior atencao para a aplicacdo na rotina. A partir de uma revisdo critica da
literatura, a abordagem de marcagdo direta mais promissora para o [*®F] FMISO ¢é por
substituicdo nucleofilica do tosilato (NANDY, 2010; OH, 2005; TANG, 2005).

A via mais utilizada para sintese do [®F] FMISO é por meio da substituicio
nucleofilica do grupo tosilato por [*®F] fluoreto e subsequente hidrélise do grupo protetetor
OTHP. Estudos recentes relatam que a sintese automatizada de [*®F] FMISO usando o
CLAE para purificacdo obteve um rendimento maior que 60% e tempo de sintese de
aproximadamente 60 minutos. Este mesmo processo usando a coluna de purificacdo Sep-
Pak® C-18, gera um rendimento, com o precursor NITTP, maior que 40%, com uma pureza
radioquimica igual ou maior que 97%, uma atividade especifica de cerca de 34 TBg/mmol
e tempo de sintese de 40 minutos. Na Figura 109 est4 ilustrada a reagdo de sintese do [*8F]
FMISO (NANDY et al., 2010; TANG, 2005).

Figura 10 - Reacdo quimica para sintese do ['®F] FMISO
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Fonte: NANDY et al., 2010.

Uma vez que a purificacdo por CLAE é bastante complicada para a operacao de
rotina e o tempo de sintese é significativamente aumentado, um procedimento totalmente
automatizado de radiossintese do [*®F] FMISO por meio da fluoragdo nucleofilica e
emprego de uma coluna de purificagdo usando a interface do mddulo de sintese do [*¢F]

FDG é o método mais promissor. Os estudos mostraram que o0 processo obteve rendimento



49

de aproximadamente 55% e tempo de sintese de 50 minutos (WANG et al., 2009; TANG,
2005).

2.8 Controle da qualidade de radiofarmacos marcados com Fldor 18.

Os ensaios de controle da qualidade sdo de grande importancia no processo
produtivo de qualquer medicamento. E um atributo de carater comercial, mas também
ético, legal e moral (GIL, 2007).

Os testes de controle da qualidade de radiofarmacos devem ser realizados na rotina,
assegurando que todo o lote liberado do medicamento atenda as especificacGes
preestabelecidas. As Farmacopeias sdo 0s documentos farmacéuticos oficiais que
contemplam os requisitos minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais,
medicamentos e produtos para a area de satide (FELTES; MILAO, 2011).

Em especifico, os radiofarmacos emissores de positrons possuem certas
caracteristicas que tornam seu controle da qualidade diferente de outros farmacos
convencionais. Alguns ensaios, como o teste de esterilidade, por exemplo, s6 sdo realizados
apos a liberacdo e administracdo do radiofarmaco no paciente, devido ao tempo de meia-
vida curto do medicamento (109,77 minutos, no caso dos radiofarmacos marcados com
8F) (ARAUJO et al, 2008).

De acordo com a Farmacopeia Americana, radiofarmacos PET com tempo de meia
vida maior ou igual a 20 minutos devem passar pelos seguintes ensaios: medida de pH,
inspecdo visual, determinacdo da identidade radionuclidica, pureza radioquimica, atividade
especifica, analise de solventes residuais ou outras substancias tdxicas usadas durante a

sintese, concentracdo de endotoxina bacteriana e teste de esterilidade.

Os ensaios realizados para radiofarmacos PET marcados com *8F s&o descritos a seguir:

Aspecto: A aparéncia da solucdo deve ser clara, incolor ou levemente amarelada. A
solucgéo deve ser livre de material particulado (SAHA, 2010; EP, 2010).
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pH: O ideal é que o pH seja 0 mais proximo possivel do pH fisiologico, mas sdo aceitaveis
valores nas faixas 4,5-7,5 (USP, 2010) e 4,5-8,5 (EP, 2010).

Identidade radionuclidica: O radionuclideo € identificado por meio da determinacédo do
tempo de meia-vida (caracteristica individual de cada radionuclideo), utilizando um
sistema de detec¢do adequado. O tempo de meia vida (T) é definido como o intervalo de
tempo necessario para uma determinada atividade do radionuclideo decair a metade do seu
valor inicial. No caso do ®F, o tempo de meia-vida medido deve estar entre 105,0 e 115,0
min, de acordo com a USP (2010) e a EP (2010).

Pureza radionuclidica: E definida como a fracdo da radioatividade total, na forma do
radionuclideo desejado que esteja presente num radiofarmaco (SAHA, 2010). Para
radiofarmacos marcados com®8F, este deve ser o radionuclideo predominante responsavel
pela radioatividade do farmaco. Assim, para serem aprovadas as amostras, ndo menos que
99,5% das emiss@es dos fétons observadas devem corresponder a 0,511 MeV, 1,022 MeV
ou picos de espalhamento Compton do 8F (USP, 2010).

Identidade radioquimica: O teste de identidade radioguimica utiliza a técnica de
cromatografia em camada delgada (CCD) e compara o fator de retencdo da amostra ao fator
de retencdo da solucdo padrdo do radiofarmaco em questdo. A identidade radioquimica
também pode ser realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (EP 2010;
USP, 2010).

Pureza radioquimica: E definida como a fragdo da radioatividade total na forma quimica
pretendida no radiofarmaco. Impurezas radioquimicas surgem a partir da decomposicéao
devido a acdo do solvente, mudancas de temperatura ou pH, luz, presenca de agentes
oxidantes ou redutores, reagdo de sintese incompleta e a radidlise. A presenga de impurezas
radioquimicas resulta em imagens de baixa qualidade e aumento desnecessario da dose de
radiacdo no paciente (SAHA, 2010). A pureza radioquimica pode ser testada tanto por CCD
(cromatografia em camada delgada) como por CLAE (USP, 2010; EP, 2010).
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Pureza quimica: A pureza quimica de um radiofarmaco é a fragdo do material sob a forma
quimica pretendida na forma marcada (SAHA, 2010). O teste de pureza quimica se resume
a avaliacdo qualitativa ou quantitativa de substancias que podem estar presentes na
formulacéo final do radiofarmaco. No entanto, os aditivos, acidos, alcalis e tampdes nao
sdo considerados impurezas. Impurezas quimicas podem causar efeito toxico (SAHA,
2010).

Solventes residuais: Os solventes residuais sdo substancias que foram utilizadas durante
a sintese do farmaco, mas que ndo foram completamente removidas da formulacéo final
(ICH, 2009). A toxicidade destas substancias deve ser determinada, bem como os seus
riscos deletérios ao meio ambiente (HUNG et al, 2002). Os possiveis solventes residuais
devem ser investigados por cromatografia a gas (CG) com detector de ionizacdo de chama
(NANDY, 2010; USP, 2010).

Teste de endotoxinas: Endotoxinas sdo lipopolissacarideos de membrana de bactérias
gram-negativas, patogénicas ou ndo, e sdo consideradas uma das principais fontes de
pirogénio para a industria farmacéutica (PEARSON, 1985). Os pir6genos sdo substancias,
enddgenas ou exdgenas, que sdo capazes de promover febre ou ainda alterar a contagem
das células brancas do sangue, causar hipotensdo, chogue e até mesmo a morte (ZIJLSTRA
et al, 1997; COOPER; LEVIN; WAGNER, 1971). A periculosidade das endotoxinas é
ainda maior quando se trata de injetavel por uso exclusivo por via intravenosa e seus niveis
devem ser avaliados pelo controle de qualidade (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003). O
teste de endotoxina bacteriana pode ser realizado pelo método de coagulacdo em gel (semi-
quantitativo) ou por métodos fotométricos (quantitativos) que incluem o método
turbidimétrico, baseado no desenvolvimento de turbidez, e o cromogénico, no qual ha
mudanca de coloragédo na solucdo (BRASIL, 2010). De acordo com as especificacfes da
USP (2010) e da EP (2010), os niveis de endotoxinas ndo podem exceder 175 EU (unidades
de endotoxina) por mililitro, no qual V é a méaxima dose administrada em mililitros
(NANDY, 2010).

Esterilidade: O teste de esterilidade é realizado inoculando-se uma aliquota da amostra

em dois meios de cultura de principios diferentes: 1) Caldo Tioglicolato, para cultura de
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bactérias anaerobicas e aerdbicas, e 2) Caldo Caseina Soja (TSB), para cultura de fungos e
bactérias aerobicas, e ambos observados durante 14 dias (USP, 2010; BP, 2009; EP, 2010;
NANDY, 2010). Devido ao tempo de meia-vida curto do 8F, fica impossibilitada a
liberacdo do radiofarmaco para uso somente apos a finalizacdo do teste de esterilidade.
Portanto, todos os compéndios oficiais, em unanimidade, autorizam a utilizagdo do
radiofarmaco antes da finalizacdo do teste de esterilidade. A USP (2010) e o FDA (2005)
estipulam o prazo de 24 horas, apés a producdo do radiofarmaco, para a realizacao do teste
de esterilidade (FDA, 2009).

Teste de integridade da membrana filtrante: A filtracdo esterilizante € um método que
garante a esterilidade do produto filtrado, sem alterar as suas caracteristicas iniciais. Este
tipo de esterilizacdo é normalmente utilizado para gases (ar, N2, CO2) e liquidos,
principalmente para solu¢cbes com componentes termolabeis, tais como, vacinas,
hemoderivados, reagentes de diagndstico e injetaveis. O teste de integridade de membrana
serve como controle de processo para assegurar que o sistema de filtracdo foi eficiente,
servindo, portanto, como uma avaliacdo indireta da esterilidade do produto (KOGA, 2002).
As farmacopeias americanas e europeia ndo exigem a realizacdo deste teste, porém ele é
preconizado pela RDC n° 17/2010 (ANVISA, 2010), que afirma que o teste deve ser
realizado logo ap0s o uso da membrana filtrante. A pressdo de rompimento da membrana
determinada experimentalmente deve ser igual ou superior ao especificado pelo fabricante
(HUNG, 2002).

2.9 Validacdo de metodologias analiticas

Pode-se definir a validagcdo de um método analitico como o processo realizado por
estudos laboratoriais onde sdo estabelecidas se as caracteristicas de performance do método

atendem as exigéncias para a aplicagdo analitica necessaria.

As definicbes e conceitos sobre validacdo de metodologia analitica para produtos
farmacéuticos podem ser encontradas em diversos compéndios oficiais e guias técnicos

regulatorios, fornecendo diretrizes para serem realizadas as validagGes das metodologias
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em geral como também estabelecendo os padrdes minimos necessarios para a industria
farmacéutica. Entre os materiais internacionais disponiveis estdo as Farmacopeias
(BRITISH PHARMACOPEIA, 2009b; USP 33, 2010), o FDA (UNITED STATES, 2000),
EURACHEM (EURACHEM, 2014), além de guias e diretrizes de agéncias regulatorias e
conferéncias como o ICH (INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION,
2005). Em relacdo a literatura nacional, estdo legislacdes como a resolu¢do RDC n° 166,
de julho de 2017, da ANVISA (ANVISA, 2017), e normas do Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011). Além destes

materiais, ha inUmeros artigos nacionais e internacionais que abrangem esse assunto.

A legislacéo vigente no Brasil para a validagdo de métodos analiticos é a resolugdo
da ANVISA RDC n° 133, de 25 de julho de 2017, que estabelece um conjunto especifico
de parametros de desempenho analitico. Esta resolucao nao possui informacdes especificas
para realizar validacdo de metodologias analiticas para radiofarmacos, mas é aplicavel a
métodos analiticos empregados em insumos farmacéuticos, medicamentos e produtos

bioldgicos em todas as suas fases de producéo.

Os parametros de desempenho analitico que devem ser avaliados de acordo com a
RDC n° 133 séo (ANVISA, 2017):

e Especificidade (e seletividade);
e Linearidade;

e Intervalo;

e Preciséo;

e Limite de deteccdo;

e Limite de quantificacdo;

e Exatiddo; e

e Robustez.

A discussao da validacédo de procedimentos analiticos € dirigida para os quatro tipos
mais comuns de procedimentos analiticos (Tabela 3) (ANVISA, 2017):
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Tabela 3 - Classificacdo dos métodos analiticos, segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias—primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de
I impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas

I Testes de performance

v Testes de identificacio

Fonte: RDC n° 133, de 25 de julho de 2017, ANVISA.

Categoria 1) Testes quantitativos para a determinacédo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas: Esses procedimentos sao
destinados a quantificar as principais substancias presentes em uma determinada
amostra, seja o principio ativo do farmaco ou outro componente, como matérias-
primas.

Categoria I1) Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de
impurezas e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-
primas: Os testes de impurezas e produtos de degradacdo podem ser tanto
guantitativos, como testes limites e diferentes caracteristicas de validacdo sdo

necessarias para os dois tipos de testes.

Categoria I11) Testes de performance: Os testes de performance incluem os testes
de dissolucdo e liberacdo do ativo, por exemplo.

Categoria 1V) Testes de identificacdo: Testes de identificacdo sdo destinados a
assegurar a identidade de um analito numa amostra. Isto é normalmente conseguido
através da comparacdo de uma propriedade do espectro da amostra (por exemplo,
0 comportamento cromatografico, reatividade quimica e outros) com a de um

padréo de referéncia.



55

Na tabela 4 estéo listadas as caracteristicas de validacdo consideradas como as mais
importantes para a validacdo dos diferentes tipos de procedimentos analiticos, com base na
finalidade de cada categoria. Essa lista deve ser considerada para os procedimentos

analiticos citados, mas excec¢des ocasionais devem ser tratadas caso a caso (ICH, 2005).

Tabela 4- Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo
sua finalidade.

. Categoria Il Categoria Categoria

Parametro Categoria J 9 g
| 1 v

o Ensaio

Quantitativo limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Néo * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Néo

Precisao

Intermediaria ** *x Néo *x Nao
Limite de deteccéo Néo Nao Sim * Néo
Limite de quantificacao Néo Sim Nao * Néo
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
** Se houver comprovacao da reprodutibilidade néo é necesséaria a comprovagao da precisao
intermediaria.

Fonte: ICH, Q2 (R1) de novembro de 2005.

2.10 Estudo de estabilidade

Um dos importantes requisitos exigidos pela ANVISA para obtengédo do registro de
radiofarmacos no Brasil é o0 estudo de estabilidade (ANVISA, 2005).

A estabilidade de um medicamento pode ser definida como o tempo entre o
momento da fabricacdo e aquele em que o radiofarmaco tem a sua poténcia reduzida em

10%, mantendo suas propriedades fisicas, quimicas, terapéuticas e microbioldgicas
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originais durante o tempo de estocagem e uso pelo paciente, desde que eventuais produtos
de degradacao sejam devidamente identificados e seus efeitos sejam seguro (ndo toxico).
Este tempo, no qual se assegura sua integridade, representa o periodo de validade (SILVA,
2009).

Conforme o Guia para a Realizacao de Estudos de Estabilidade - RE 01 (ANVISA,
2005), a estabilidade é dependente de varios fatores ambientais tais como a umidade,
temperatura e luz, bem como outros que s&o propriedades intrinsecas do produto, como as
propriedades fisicas e quimicas da matéria prima ativa e dos excipientes, forma
farmacéutica e sua composicdo, processo fabril e propriedades dos componentes das

embalagens.

Prioritariamente, o estudo de estabilidade tem como objetivo determinar o prazo de
validade de um medicamento, como também verificar a ocorréncia de eventuais produtos
de degradacdo. A ANVISA adota trés modalidades de estudos de estabilidade: estudo de
estabilidade acelerado, estudo de estabilidade de longa duracao e estudo de estabilidade de
acompanhamento. O estudo de estabilidade acelerado deve possuir duracdo de seis meses
durante os quais devem ser realizados doseamentos do ativo, identificacdo e quantificacéo
dos produtos de degradacdo. O estudo de estabilidade de longa duracéo deve ter duracéo
de pelo menos 24 meses e da mesma forma, ser analisado doseamento do insumo
farmacéutico, identificacdo e quantificacdo dos produtos de degradacdo. Finalmente, o
estudo de estabilidade de acompanhamento é projetado para confirmar condi¢des de
armazenamento, datas de reteste e prazos de validade propostos.

A Tabela 5 sumariza as modalidades e condi¢cfes para realizacdo dos estudos de
estabilidade das formulagdes que serdo, apds producdo, mantidas em condi¢des ambientes
(15-30°C)
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Tabela 5 — Sumério das modalidades e condicfes para realizagdo dos estudos
de estabilidade.

Modalidade de Temperatura (°C) Umidade Relativa ~ Periodo minimo
estudo b (Y%UR) de estudo
Acelerado 40+ 2 75%5 6 meses

24 meses ou 0

Longa Duragéo 30x2 75%5 prazo de validade
proposto

Acompanhamento 302 755 Prazo de validade
proposto

Fonte: MIRCO E ROCHA, 2013.

Para radiofarmacos, o que preconiza a RDC 64 de 2009, na se¢do V, artigo 33 é que
para a comprovacao do prazo de validade o fabricante deve: “apresentar os resultados do
estudo de estabilidade acelerada de trés lotes piloto utilizados nos testes e estudos de
estabilidade de longa duracdo em andamento de acordo com o Guia para Realizacdo de
Estudo de Estabilidade de Medicamento da legislagdo vigente” (RDC 64, 2009).

A considerar pela legislacdo vigente e 0 Guia para o Estudo de Estabilidade - RE 01
(ANVISA, 2005) ndo faria sentido a aplicacdo de estudo de estabilidade a radiofarmacos
contendo is6topos com tempo de meia-vida inferiores a um ano, como é o caso do [*8F]
FMISO e tantos outros agentes de radiodiagnostico. Todavia, o item Il do mesmo artigo V

determina o seguinte:

“para os radiofarmacos com meia-vida menor do que 1 ano, o
periodo de tempo minimo coberto na submissdo definido nos guias
e estabilidade (12 meses no teste de longa duragdo e 6 meses no
teste acelerado) ndo podem ser aplicados. Nestas situacbes, a
frequéncia do teste deve ser adaptada, para que os dados de no
minimo 5 pontos do teste (incluindo o inicial) sejam apresentados
na submissdo.” (RDC 64, 2009).

Desta forma, radiofarmacos contendo radiois6topos com tempo de meia vida
inferiores a 1 ano, incluindo aqueles com curtissimo tempo de meia-vida, como aqueles
marcados com o radionuclideo 8F, caso do [*®F] FMISO, que tem tempo de meia-vida de
horas (109,8 minutos) devem apresentar um estudo de estabilidade adaptado. Os

questionamentos que acabam surgindo como consequéncia dizem respeito a como realizar
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0 estudo de estabilidade adaptado, o que deveria ou ndo ser contemplado neste estudo, 0s
tipos de analises a serem feitas, e o protocolo e cronograma a seguir. Estas questdes ainda

ndo estdo claras a partir dos requisitos da ANVISA.

2.11 Legislacdo e registro para radiofarmacos PET

Além do alto custo envolvido no processo de desenvolvimento de novos
radiofarmacos PET, um grande obstaculo sdo as regras de regulamentacdo para aprovacao
do registro de uso clinico desses produtos. Em particular, novos radiofarmacos estdo, em
sua maioria, sendo desenvolvidos em universidades e hospitais e sdo preparados em
pequena escala e em um ambiente ndo industrial. Porém, as normas de Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) exigem instalagdes de sala limpa requerendo um alto investimento para
novas construcdes ou adequacéo das instalacdes antigas para atender a esse padrao.

A utilizacdo da radiacdo e produtos radiomarcados para qualquer finalidade é
controlada por 6rgédos reguladores em diferentes paises de todo o mundo. Até o inicio da
década de 1960, apenas normas de radioprotecdo e compéndios farmacopeicos eram
adotadas para regulamentar o uso de produtos radiofarmaceuticos. Estados centrais, como
Estados Unidos da América (EUA) e Unido Europeia (UE), tiveram grande influencia nas
mudancas dos processos regulatorios internacionais e sao referéncias para outras agéncias
no mundo como também no Brasil (FERREIRA et al., 2011). Entdo, desde 1975, o FDA
(Food Drug Administration) passou a regular a seguranca e eficacia dos radiofarmacos em
seres humanos (SAHA, 2010).

No Brasil, a producdo e comercializacdo de radiofarmacos era regulamentada pela
Comissdo Nacional de Energia Nuclear (CNEN). No entanto, em 2009, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) tornou-se o 6rgdo regulador responsavel pela
producdo e comercializacdo de radiofarmacos e neste ano foram publicadas as Resolugdes
da Diretoria Colegiada (RDC) de n° 63 e n° 64 (RDC63 e RDC64) que tratam a respeito
das boas praticas de fabricacdo de radiofarmacos e sobre o registro destes. Mais
recentemente foi publicada a resolucdo de n° 70, aprovada em 2014, elaborada para
normatizar produtos ja comercializados e utilizados no Brasil, estabelecendo que os
radiofarmacos cuja comercializa¢do nédo tenha sido iniciada antes da data de publicacdo da
RDC 70/2014 somente poderdo ser comercializados e distribuidos no Pais apos a concessao
de seu registro pela ANVISA (BRASIL, 2009b; BRASIL, 2009c).
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Pelo fato de alguns radiofarmacos ja serem produzidos no Pais antes da publicacéo
destas resolucOes, esses radiofarmacos foram considerados como consagrados, nao
requerendo a realizacdo de ensaios ndo-clinicos e clinicos para registro, apenas referéncias
bibliograficas para a comprovagao de seguranca e eficacia ([*®F] FDG e NaF).

Para fins de registro de novos radiofarmacos produzidos no Brasil, deverdo ser
enviados a ANVISA, na forma eletronica e fisica, um dossié de registro abrangendo dados
farmacoldgicos, toxicologicos e clinicos provenientes de resultados dos testes pré-clinicos
e clinicos comprovando sua seguranca e eficacia, relatorio de producdo e controle de
qualidade, resultados do estudo de estabilidade, dados relacionados a producdo,
embalagem e rotulagem. A documentacdo deve incluir ainda, o certificado de
responsabilidade técnica, a cdpia do Certificado de Boas Praticas de Fabricacdo e Controle
(para produtos nacionais), a autorizacdo da CNEN, além das documentacdes referentes ao
funcionamento da empresa, como por exemplo, formuldrios de autorizacdo de
funcionamento. Vale ressaltar que o registro do produto é concedido por cinco anos e deve
ser renovado apos esse periodo e tem como finalidade a promocao e protecao da salde da
populagdo (BRASIL, 2009; FERREIRA, 2011).

2.12 Ensaios ndo clinicos para radiofarmacos PET

A liberacdo dos radiofarmacos para uso humano funciona de forma semelhante as
outras drogas e devem passar por testes ndo-clinicos e clinicos, desenvolvimento de
processo de fabricagéo e controles de qualidade para obtencéo das BPF, sob a investigacéo
e aprovacdo do orgdo regulador. Para tanto, os guias de base (guidelines) estabelecem
resolucdes especificas para regulamentacdo e conducdo de producdo e pesquisas para
radiofarmacos (SAHA, 2010; VANBROCKLIN, 2008).

No Brasil, os ensaios ndo-clinicos visam atender os critérios estabelecidos pela
ANVISA, tendo como objetivo de analisar a seguranca e eficicia do produto desenvolvido.
A segunda versdo do Guia para a Conducdo de Estudos nédo clinicos de toxicologia e
seguranca farmacologica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos,
disponibilizada em 2013, traz orientagdes técnicas para ensaios nao-clinicos estabelecidas
com base em guias internacionais dos Orgdos de vigilancia sanitaria, FDA e EMA

(European Medicines Agency).
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A seguranca do produto pode ser avaliada por meio dos ensaios de citotoxidade e
genotoxicidade in vitro com células. Esses ensaios permitem avaliar se uma substancia tem
capacidade de produzir efeitos nocivos as células de forma que impeca 0 Seu
funcionamento normal podendo até levar a morte celular (ANVISA, 2013). Ja a eficacia
pode ser avaliada por ensaios de biodistribuicdo ex vivo e por meio de imagens PET (in
Vvivo).

Devido a complexidade celular dos seres humanos, muitas vezes é necessario que
haja uma combinacdo dos estudos in vitro, ex vivo e in vivo. Modelos animais tém sido
adotados na pesquisa, pois permitem a investigacao de processos biolégicos e patoldgicos,
espontaneos ou induzidos, simulando organismos humanos (CHERRY; GAMBHIR,
2001). O tipo de estudo ¢ escolhido de acordo com o farmaco e as técnicas de investigacao
deste.

O documento redigido pela ANVISA (ANVISA, 2013) traz um direcionamento
para a realizacdo dos ensaios ndo-clinicos baseado em guias internacionais dos 6rgdos de
vigilancia sanitaria, FDA e EMA (European Medicines Agency).

Neste guia estdo contidos os seguintes estudos nao-clinicos: toxicidade de dose
Unica (aguda), toxicidade de doses repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade,
tolerancia local, carcinogenicidade, avaliacdo da seguranca farmacolégica, toxicocinética
e seguranca para o desenvolvimento e registro de medicamentos sintéticos e semi-sintéticos
de uso oral (ANVISA, 2013). Quando aplicavel, a ndo realizacdo, adequacdo ou

substituicdo de um estudo deve ser devidamente justificada.

2.12.1 Ensaios in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade

Estudos in vitro com células séo largamente utilizados para avaliar se um farmaco
produz efeitos citotoxicos, impedindo o funcionamento normal de uma célula e levando-a
a morte celular. A avaliacdo da citotoxicidade é realizada no inicio do desenvolvimento de
novas substancias a fim de premeditar a acdo toxica que a formulacdo pode apresentar
(RISS, 2016).

Um método recentemente desenvolvido para avaliacdo da viabilidade celular,

citotoxicidade e eventos de apoptose apds a exposi¢do da formulacdo teste é por meio da
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multiplexagdo que envolve a medigdo da atividade das proteases como marcadores de
células viaveis e células mortas. Esse método quantifica as células vivas e mortas ao mesmo
tempo usando substratos fluorescentes. Primeiro, a viabilidade e a citotoxicidade sao
determinadas medindo dois biomarcadores de proteases diferentes simultaneamente com a
adicdo de um reagente ndo-litico contendo substratos peptidicos fluorescente proporcional
ao numero de células vivas. A apoptose é medida pela quantificacdo das atividades da
caspase 3/7 em células lisadas usando substratos luminescentes que € proporcional a
quantidade de atividade da caspase que é um indicador de apoptose (PROMEGA, 2015).

Referindo-se a toxicidade genética, sdo considerados os testes de genotoxicidade,
cuja funcdo é avaliar a presenca ou auséncia de quebras provocadas direta ou indiretamente
nas fitas de DNA (clastogénese) em células de linhagens ja estabelecidas para tanto, em
culturas padronizadas. Além disso, os ensaios de genotoxicidade podem avaliar se
determinado composto teste possui a capacidade de inibir a proliferacdo celular
(aneugénese) (WHO, 2013).

Uma das metodologias preconizadas pela ANVISA para avaliagdo do poder
genotoxico de uma formulacdo € o teste de frequéncia de micronucleos in vitro. Esse teste
baseia-se na contagem de quebras duplas ndo reparadas no DNA de células expostas em
cultura a diversas concentragdes de substancias-teste ou a quantidades incrementais de
agentes agressores diversos, tais como a radia¢do ionizante. Em células interfasicas, o
produto de tais quebras apresenta-se sob a forma de micronucleos, que sdo aglomerados de
DNA com varias caracteristicas do nucleo principal, e com 5 a 30% de seu tamanho. O
aumento da proporcdo de células que apresentam micronicleos, bem como a sua
quantidade no citoplasma das células analisadas, sdo indicativos de dano genotéxico. Ap6s
analise, tal aumento pode relacionar a concentracdo utilizada da substancia-teste ao
potencial genotoxico da mesma (ANVISA, 2013; SPEIT et al., 2011).

2.12.2 Ensaios com animais: Estudo de biodistribui¢do ex vivo e por imagem PET

Estudos de biodistribuicdo ex vivo e por imagem PET fornecem informagoes

essenciais para determinacdo do 6rgdo alvo e captacdo do radiofarmaco. A partir desses
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ensaios, obtém-se dados quanto a seguranca, eficacia e especificidade do produto estudado.
Dados de distribuicdo para os principais 6rgéos e tecidos, juntamente com a concentracao
sanguinea ao longo do tempo, permitem inferir quanto a forma de eliminacao e excrecao
da molécula radiomarcada, entre outros (BRAGHIROLLI, 2012).

A utilizacdo de modelos animais para estudos de novas abordagens de diagnostico
e tratamento tem sido fundamental no estudo de diversas doencas. Estudos em animais séo
0s Ultimos estudos realizados antes dos testes clinicos com humanos e conferem
informacdes importantes sobre o produto testado, visando prevenir potenciais riscos ao
paciente.

Estudo de imagens é realizado em pesquisa ndo-clinicas nos estudos de
biodistribuicdo ndo invasivos diminuindo o nimero de animais utilizados para esse fim
(CHERRY; GAMBHIR, 2001). Para isso, foi desenvolvido um equipamento adequado
para pequenos animais, denominado microPET. Este equipamento possui menor resolucéo
que o PET para humanos e tem possibilitado o estudo de diversos distirbios e doencas em
modelos animais, além da investigacao de novos farmacos ou mesmo radiofarmacos PET.
Esta ferramenta permite estudos repetidos utilizando um Unico animal, de forma nao
invasiva, e pode facilitar determinados estudos como os longitudinais (CHERRY;
GAMBHIR, 2001).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos descritos a seguir foram realizados na Unidade de Pesquisa e
Producédo de Radiofarmacos e na Unidade de Radiobiologia do CDTN, em conformidade
com os requisitos aplicdveis da Norma CNEN-NN-3.01 (CNEN, 2011). Os testes de
citotoxicidade e genotoxicidade foram executados com a colaboracdo do Laboratério de
Analises Imunoldgicas e Antitumorais (LAIA) situado no Departamento de Antibioticos

da Universidade Federal de Pernambuco.

3.1 Sintese do [*8F] FMISO

A sintese do [*®F] FMISO foi realizada na Unidade de Pesquisa e Producdo de
Radiofarmacos do Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear (UPPR/CDTN) em
Belo Horizonte-MG, utilizando o modulo de sintese de fluordesoxiglicose [*8F] FDG da
TraceLab MXepc (GE) adaptado para cassetes e kits de [*3F] FMISO (ABX).

Os reagentes utilizados foram: o precursor NITTP; tampéo citrato; reservatorio
conico para recebimento da &gua enriquecida irradiada; solucdo eluente TBAHCO3
(75mM) ou Kryptofix (aminopoliéter) adquiridos da ABX (Alemanha); cartuchos HLB
Plus, WAX Plus, CHROMACfix, Alumina Light e QMA Light; agua para injetaveis para
preparo das solucBes da sintese; acido cloridrico 2N; agua enriquecida 95% pureza
isotopica da Center of Molecular Researches Isotopes (Russia); acetonitrila; etanol; filtros
de membrana hidrofdébicos de 0,20 um (Millex) e hidrofilicos esterilizante de 0,22 pum
(Cathivex) da Millipore (EUA); seringas de 30, 20, 10, 3 e 1 mL e agulhas tamanho 22G
0,7x25 mm da BD (Alemanha); frascos estéreis de 15 mL adquiridos da GiPharma (ltalia).

O arranjo e disposicdo desses reagentes estdo demonstrados nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Esquema do Kit utilizado para sintese do [*8F] FMISO.

Para producdo do radiois6topo flior-18 (*8F) foi preenchido um alvo com agua
enriquecida (H20®) e esse foi irradiado em ciclotron da General Eletric Healthcare
(EUA), modelo PETrace® de 16,5 MeV. A sintese foi executada em célula quente blindada
modelo BBSO-2, da COMECER (ltalia).
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A sintese do [*®F] FMISO foi feita a partir de uma programagéo pré-estabelecida
em uma planilha contendo macros responsaveis pela execucao automatica em cadeia que
enviava dados remotamente, para serem executados pelo médulo de sintese da Tracerlab
MXrpge (Figura 13).

Figura 13 - Planilha informatizada com algumas variaveis envolvidas na sintese do
[*8F] FMISO.
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A partir dessa planilha foi possivel fazer modificacGes nos parametros de producéo
do [*F] FMISO e, assim, foram estabelecidos alguns protocolos de sintese com
configuracBes diferentes da sintese padrdo estabelecida pela ABX. Essas modificacOes
envolveram substituicdo do catalisador, variacbes nas temperaturas de marcacdo e
modificacdo no volume do eluente, com o intuito de testar qual protocolo é capaz de

fornecer maior rendimento da sintese e principalmente melhor pureza radioquimica.

As configurac@es utilizadas nos protocolos de sintese foram:

1) Sintese padrdo da ABX, sem nenhuma modificagdo, com temperatura de
marcacéo igual a 105°C e temperatura de hidrélise igual a 85°C;
2) Sintese com temperatura de marcacdo igual a 85°C e temperatura de hidrolise

igual a 85°C;
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3) Sintese com temperatura de marcacgdo igual a 130°C e temperatura de hidrdlise
igual a 85°C.

4) Substituicdo do catalisador TBA por Kryptofix;

5) Modificacdo no volume do eluente EtOH 5% em salina que passou de 20 ml

para 7 ml,

A sintese dos protocolos acima citados, se desenvolveram automaticamente via
computador sem interferéncia humana, de acordo com programacdo informatizada pré-
estabelecida na planilha. A partir da irradiacdo da agua no ciclotron, foi produzido o 8F.
Em seguida ele foi enviado ao médulo de sintese via tubulagdo tefzel (capilares), onde

ocorreu 0 processo de sintese.

No mddulo, o *8F foi retido no cartucho QMA light e a 4gua enriquecida foi coletada
em frasco dedicado. O 8F foi eluido com a solucéo eluente (no protocolo 4 foi utilizado
Kryptofix e nas demais TBA) e enviado ao frasco reator. Seguiu-se com evaporacdo dos
solventes no reator a 95 °C, sob vacuo e com fluxo de nitrogénio gasoso ultrapuro,
auxiliado pela adicdo de acetonitrila em 3 aliquotas para destilacdo azeotropica. Apos
obtido o 8F seco, foi adicionado o precursor solubilizado em 2 mL de acetonitrila anidra.
Uma reacdo de substitui¢do nucleofilica SN2 aconteceu ao nivel do grupo tosil (OTS), com
substituicdo deste pelo F (marcacdo). Seguiu-se uma hidrolise acida para remocdo de
grupos protetores. A seguir, a mistura reacional passou por purificacdo através de extracdo

em fase sélida, sendo o pH corrigido com tampao citrato (Figura 14).

Figura 14 — Sintese quimica do [*®F] FMISO a partir do precursor NITTP.
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Desse momento em diante os protocolos seguiram caminhos diferentes. Pelo
protocolo 1 foi testada a temperatura de marcacéo estabelecida pela ABX que consistiu em

105 °C por 5 minutos. No protocolo 2, a temperatura de marcacao foi igual a 85°C também
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por 5 minutos, e no protocolo 3 a temperatura de marcacao foi aumentada para 130°C
durante 5 minutos. A solucdo foi resfriada, a temperatura ambiente sem influéncia do
equipamento, para 85 °C. Em seguida foi adicionado 1,5 mL de HCI 2 M por 5 minutos a

85 °C para a hidrdlise.

A solucdo foi entdo, resfriada por 100 segundos, sendo a mesma inserida nos
cartuchos PS-H+, WAX e HLB. O frasco reator foi lavado com &gua para injetaveis e essa
também passou pelos cartuchos. Posteriormente lavou-se o cartucho HLB com &gua para
injetaveis e eluiu-se o produto final com 20 mL de EtOH 5% (no protocolo 5, esse volume
foi modificado com o objetivo de diminuir o efeito nocivo do etanol para pacientes com
insuficiéncia hepética), passando pelo cartucho de alumina e coletado em frasco dedicado
contendo 7 mL de tampé&o citrato com pH 6,5.

Ap0s o processo de sintese, o radiofarmaco foi enviado ao laboratério de controle

de qualidade, a fim de serem realizadas analises para confiabilidade do produto final.

3.2 Controle da Qualidade do [*®F] FMISO

Os parametros avaliados, as metodologias de andlise utilizadas e os requisitos
especificados para esse radiofarmaco foram estabelecidos com base na sua monografia
(EUR. PHARM., 2016) e em dados da literatura (OH et al., 2005).

Ensaios de controle de qualidade foram realizados para avaliacdo de caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas. Foram determinados: pH, identidade e pureza
radioquimica, identidade e pureza radionuclidica, pureza quimica, solventes residuais,
endotoxinas bacterianas e esterilidade.

Para os testes de controle fisico-quimico do [*®F] FMISO foram utilizados os
seguintes reagentes: o padréo do FMISO da ABX, acetonitrila, etanol, padréo de Kryptofix,
padrdo de Tetrabutilaménio (TBA) e agua ultrapura. Os testes foram realizados utilizando
0s seguintes equipamentos: Cromatografo gasoso, Perkin Elmer Clarus® 580, com gas de
arraste hélio ultrapuro com fluxo de 2,0 mL/min; tempo total de analise de 4 minutos;
coluna DB WAX 30 m x 0,25 mm; cromatdgrafo a liquidos da marca Agilent Technologies
(EUA) modelo 1200 com injetor manual, equipado com coluna de C18, marca Phenomex,
modelo Luna 25 cm x 4,6 mm; calibrador de dose Capintec (EUA) modelo CRC-25R,;
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analisador multicanal com detector de cristal de Germéanio da Canberra Industries
(Australia); pHmetro com microeletrodo da Mettler Toledo (EUA) e fitas de testes para
afericdo do pH da Merck®.

Os testes de controle microbiologico foram realizados como parte do estudo de
estabilidade do produto e foram utilizados os seguintes materiais: sistema de teste portatil
Endosafe, modelo PTS (Wilmington, Estados Unidos), e cartuchos PTS (Endosafe,
Inc.TM, Charleston, SC); e meios de culturas de tioglicolato e caldo de caseina de soja
(TSB). Para assegurar a efetividade da filtracdo da amostra, foi realizado um teste
conhecido como “ponto de bolha” no qual foi utilizado um mandémetro e os filtros
utilizados no processo de filtragdo (Millex-GS, marca Merck Millipore, de 33 mm de
didmetro e poros com dimensdes de 22 pum).

Na Tabela 4 abaixo estdo apresentados, de forma resumida, as metodologias

utilizadas para os ensaios de controle de qualidade do [*®F] FMISO.

Tabela 4 — Metodologias para ensaio de controle de qualidade do [®F] FMISO.

Parametros Método

Aspecto visual Inspecdo visual

pH Medida em pHmetro e fita

Solventes residuais (etanol e acetonitrila)  Cromatografia gasosa

Pureza quimica Cromatografia em camada delgada
Identidade radioguimica Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Pureza radioguimica Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Pureza radionuclidica Espectrometria gama

Identidade radionuclidica Determinagdo da meia-vida
Esterilidade Inoculacao direta

Endotoxinas bacterianas Ensaio cinético-colorimétrico (PTS)

3.2.1 Caracteristicas fisicas

Incluiu a observacédo da cor da preparacéo e a avaliacdo da presenca de materiais
particulados. O 8F-FMISO deve apresentar-se limpido, incolor ou levemente amarelado e

totalmente livre de particulas.
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3.2.2 Determinacdo do Potencial Hidrogenidnico (pH)

A afericdo do pH do [*®F] FMISO pode foi feita de duas formas, utilizando fitas
teste de pH e por um micropHmetro (Mettler Toledo, Suica). Uma aliquota da amostra foi
depositada na regido de teste da fita indicadora e apds 1 minuto foi feita a comparacéao
colorimétrica com o padréo fornecido pelo fabricante (Figura 15). No micropHmetro, apds
calibracdo com padrdes de pH 4 e 7, foi inserido o eletrodo no frasco contendo a amostra
do [*®F] FMISO e o resultado do teste mostrado no leitor do equipamento. Segundo a
monografia do radiofarmaco em questdo, o valor do pH de medicamentos injetaveis deve

estar compreendido na faixa de 4,5 e 8,5, préximo ao do sangue.

Figura 15 - Determinacdo do pH do [*F] FMISO por meio de fitas de teste e
micropHmetro

3.2.3 Identidade e Pureza Radionuclidica

Para determinar a identidade do [®F] FMISO, a amostra foi colocada no pogo do
calibrador de dose (Capintec CRC 25R, EUA) (Figura 16) e foram registrados os valores
da leitura inicial, de 10, de 20 e de 30 minutos. Pela equacdo 1 calculou-se o tempo de meia
vida fisica do radionuclideo. Valores compreendidos entre 105 e 115 minutos sdo
identificados com Fldor 18.

A=Ao*e™; L =In2/ti (@)
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Onde:

A = atividade final em Bq ou Ci;

Ao = atividade inicial em Bq ou Ci

e = numero de Euler, base dos logaritmos naturais;
A = constante de decaimento do radionuclideo;

In = logaritmo neperiano

t12 = tempo de meia vida

t = diferenca de tempo entre as atividades inicial e final. Para o teste, t
assume os valores de 10, 20 e 30 minutos.

Figura 16 - Calibrador de dose Capintec®

Na avaliacdo da pureza, as amostras que contém fltor-18 devem apresentar 99,5%
das emissdes gama observadas relativas a picos de 0,511 MeV, 1,022 MeV ou picos
Comptom de dispersdo do 8F. Para isso, a amostra foi inserida em um analisador
multicanal (Canberra Multichannel Analyzer, EUA) (Figura 17) que quantifica os
diferentes valores de energia captados com suas respectivas intensidades, fornecendo um
espectro da amostra. O espectro apresentado pelo [*®F] FMISO deve conter intensidade
méaxima de energia de 511 keV, representando no minimo 99,5% do total das energias
detectadas.

Figura 17 - Analisador multicanal
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3.2.4 Pureza radioguimica e quimica

A pureza quimica e radioquimica foram analisadas por meio da CLAE. O CLAE é da
marca Agilent 1200, (Santa Clara, Estados Unidos) com bomba isocrética (G1328B 1200,
Agilent) e equipado com uma coluna C18 (Luna, Phenomenex) (Figura 18).

Figura 18 - Cromatdgrafo a liquidos de alta eficiéncia e coluna C18.

3

| N
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A injecdo da amostra foi feita com uso de microsseringa de volume igual a 50 uL
em um loop de 20 pL de capacidade. A fase mdvel consistiu em um gradiente de agua e
acetonitrila, sendo 90% de &gua e 10% de acetonitrila por 20 minutos, até atingir 95% de
acetonitrila dos 20 aos 25 minutos, voltando para 10% de acetonitrila aos 26 minutos até o

final da andlise, totalizando 30 minutos de corrida, a uma taxa de fluxo de 1,0 mL/minuto.

Simultaneamente a passagem pela coluna de C18, a fase mdvel passou por dois
detectores, um UV-VIS-visual com comprimento de onda de 320 nm e outro de
radioatividade na faixa de energia de 19 a 1036 keV. Apds obtencdo do cromatograma, as
areas dos picos cromatograficos foram calculadas com auxilio do software do préprio
equipamento.

Ap0s obtencdo do cromatogramas os picos de radioatividade e UV da amostra de
[*8F] FMISO foram comparados com os picos do padréo de referéncia do FMISO. Para ser
considerada como aprovada, a amostra deve representar no minimo 95% da area de todos
0s picos existentes no cromatograma de detector de radioatividade.

Concomitantemente, foram obtidos por esta técnica os resultados das analises de
pureza quimica. Para tanto, os padrdes das impurezas NITTP e desmetilmisonidazol

imidazol foram preparados com concentragéo igual a 10 ppm e armazenadas como estoque
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e mantidos sob em refrigeracdo entre 2°C e 8°C. Devido ao tempo de anélise ser muito
longo (30 minutos), ficou definido fazer apenas uma unica injecdo da mistura dos padrdes
antes do controle de qualidade da amostra do produto acabado e uma injecdo da amostra
de [*8F] FMISO. A técnica foi validada de acordo com o Guia para Validagio de Métodos
Analiticos, da RDC n° 166/2017 da ANVISA (BRASIL, 2017).

3.2.5 Solventes residuais

A andlise dos solventes residuais foi feita em um cromatdgrafo gasoso acoplado a
um detector de ionizacdo em chama (Figura 19). A temperatura do forno foi programada
da seguinte forma: inicialmente, foi mantida em 40 °C nos primeiros 1,5 minutos, em
seguida, foi elevada a 85°C por dois minutos (25 °C/minuto) e por altimo a 150 °C (50
°C/minuto) por 1,5 minutos. O injetor foi mantido a 145 °C, enquanto o detector
permaneceu a 250 °C. O gas de arraste empregado foi o hélio (taxa de fluxo de 2,0
mL/min). Os solventes residuais avaliados foram etanol e acetonitrila, conforme
preconizado pela Farmacopeia Europeia (EUR. PHARM, 2016). Como solucéo padréo, foi
usada uma solucéo aquosa contendo etanol e acetonitrila. O teor de acetonitrila na amostra
nédo deve ser superior a 0,04% e para etanol, espera-se encontrar concentracdo na faixa de
até 10%.

Figura 19 — Cromatografo a gas Perkin Elmer Clarus® 580.
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3.2.6 Determinacéo de Tetrabutilamonio (TBA) ou Kryptofix (Ky)

O teste para analise desses catalisadores foi semi-quantitativo e, quando na
formulagdo do [*®F] FMISO foi utilizado TBA, foram feitas duas solugbes padrio de
concentracdes de 50 pg/ml e 100 pug/ml em &gua deionizada. Em uma placa de alumina
com silica-gel foram aplicados 2 pl dessas duas solugdes, além de 2 pl da amostra de [8F]
FMISO. Em seguida, a cromatoplaca foi inserida em uma cuba em atmosfera de iodo, o
qual sublima e entra em contato com o TBA, gerando uma mancha marrom nos locais onde
as solucBes foram aplicadas apos, aproximadamente, 5 minutos. Como critério de
aceitacdo, estabeleceu-se que a mancha da amostra de [*®F] FMISO deveria exibir cor

menos intensa que a mancha referente a solugdo de concentracéo 100 pg/ml.

O teste para quantificacdo de Ky foi feito da mesma forma da quantificacdo de TBA,
porém as concentracdes das solucdes padrdo de Ky foram 25 pg/ml e 50 pg/ml. Neste caso,
a mancha da amostra de [*8F] FMISO deveria exibir cor menos intensa que a mancha
referente a solugdo de concentracdo 50 pg/ml.

3.2.7 Ensaio de endotoxina bacteriana

O ensaio para determinacdo de endotoxinas bacterianas foi baseado na formacéo de
gel de Limulus Amebocyte Lysate (LAL). Para tanto, foi utilizado o sistema de teste portatil
Endosafe, modelo PTS (Wilmington, Estados Unidos), composto por leitor Optico e
cartucho (Figura 20). O cartucho contém quatro canais nos quais estdo contidos o reagente
LAL e um substrato cromogénico, além de conter endotoxina, em apenas dois canais, que

serviram como controle positivo do produto.

Figura 20 - Endosafe PTS
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A execucdo do teste consistiu em inserir o cartucho no equipamento, preencher o0s
dados requisitados pelo sistema e pipetar 25 pl da amostra de [*3F] FMISO em cada um
dos quatro pogos contido no cartucho. O tempo de reacdo foi de aproximadamente 20
minutos. Os compéndios oficiais preconizam como concentracdo limite de endotoxina o

valor de 175 EU por dose.

3.2.8 Ensaio de Esterilidade

Os ensaios de esterilidades foram realizados em acordo com os compéndios oficiais,
por inoculacdo direta. Foram utilizados tubos de ensaio contendo Meio fluido de
tioglicolato para cultura de bactérias anaerobicas, embora também possa detectar o
crescimento de bactérias aerdbicas, e Caldo de caseina de soja (TSB) para cultura de
leveduras, fungos e bactéria aerdbicas (Figura 21), que ap6s inoculacdo de 1 ml de amostra
de [*F] FMISO com seringa e agulha estéreis (apds decaimento radioativo, 10 meia vidas),
foram incubados a 33 °C + 2°C e 23 £ 2°C, respectivamente, por 14 dias. O resultado do
teste é baseado em ndo haver crescimento de microrganismos, turbidez ou depdsito nas

amostras avaliadas.

Figura 21 - Meios de cultura liquidos de TSA e TSB
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3.2.9 Teste da membrana filtrante

O teste da integridade da membrana filtrante € sempre realizado apos a filtracdo da
amostra, ao fim da sintese. Desta forma, assegura-se que a filtracdo foi realizada de acordo
com as especificagdes, mostrando que a integridade do filtro ndo foi comprometida durante,
ou antes, da utilizagdo. O ensaio é realizado pelo teste de ponto de bolha.

O teste consistiu em acoplar a membrana filtrante a um sistema montado composto
por mandémetro previamente calibrado e mangueiras. A abertura do equipamento foi lenta
até que a membrana fosse rompida e a formacdo de bolhas fosse evidente. A pressdo de
rompimento do filtro deve ser igual ou superior a estabelecida pelo fabricante. O filtro
utilizado foi o Millex-GS, marca Merck Millipore, de 33 mm de didmetro e poros com
dimens6es de 22 um (Figura 22). A pressdo de rompimento estabelecido pelo fabricante

do Millex-GS é igual ou superior a 50 psi.

Figura 22 - Filtro Millex-GS, marca Merck Millipore

3.3 Validacdo da metodologia para andlise da pureza quimica e radioquimica do
[F] FMISO

O método proposto neste trabalho para a determinacdo da pureza quimica e
radioquimica do [18F] FMISO é alternativo ao descrito na Farmacopeia Europeia (EP 8.0)
e melhor se adapta as condicdes da Unidade de Pesquisa e Producgédo de Radiofarmacos do
CDTN, onde o radiofarmaco foi produzido. Desta forma, a fim de garantir a confiabilidade
na metodologia utilizada o ensaio foi validado, conforme preconiza a RDC 166/2017.

Foram utilizados como textos de referéncia para a definicdo da validacdo os guias de
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validagdo de metodologias disponiveis, tais como, o Food and Drug Administration (FDA),
United States Pharmacopeia (USP) e a International Conference on Harmonization (ICH).
Contudo, ndo existe uma fonte ou guia definitivo. Cada validacdo deve ser personalizada,
avaliando-se a necessidade dos testes experimentais para a metodologia em estudo.

Para este ensaio analitico foram avaliados os pardmetros de especificidade,
linearidade, repetibilidade, precisdo, limite de deteccgéo, limite de quantificagéo, exatiddo

e robustez.

Especificidade e Seletividade

O teste consistiu na avaliacdo da capacidade de detectar um composto, quando na
presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradacdo e
constituintes da matriz, os quais podem atuar como interferentes. A especificidade foi
determinada pela comparacdo dos resultados obtidos para amostras contaminadas com
quantidades apropriadas de impurezas e ndo contaminadas, para demonstrar que 0
resultado do teste ndo foi afetado por esses materiais. O efeito da adi¢do do precursor,
NITTP, desmetil imidazol e hidréxido de tetrabutilaménio na especificidade do método

para determinacéo da pureza quimica do [®F] FMISO foi avaliado.

Para tanto, foram preparadas uma solucdo aquosa do padrdo de FMISO na
concentracdo de 10 ppm e uma solucdo aquosa contendo simultaneamente, padrdo de
FMISO, precursor NITTP, desmetil imidazol e hidroxido de tetrabutilamdnio na
concentracdo de 10 ppm. Essas solucBes foram injetadas no cromatdgrafo a liquidos e o
ensaio realizado em triplicata. Foram registrados os tempos de retencdo, o0 nimero de pratos
tedricos, e as areas obtidas para cada um dos componentes das solucdes preparadas. Entdo
foram calculadas as médias e os desvios padrdo dos resultados, comparados os tempos de

retencao e as areas obtidas e realizados os célculos da resolugéo entre os picos obtidos.

Como critério de aceitagdo para este parametro os resultados obtidos para o FMISO
ndo devem ser significativamente afetados pela presenca dos interferentes, podendo as
areas e tempos de retencdo diferir em no méximo 5% e a resolugéo entre os picos deve ser
superior a 1,5 (EP 6.0/2008).
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Linearidade

O ensaio de linearidade consistiu na avaliacdo da capacidade de o método fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro da faixa

definida como linear para a anélise.

A linearidade foi determinada pela injecdo, em triplicata, de cinco amostras do

padréo de FMISO nas concentragdes descritas na Tabela 7.

Tabela 7 - Solugdes padrédo de FMISO para avaliacédo da linearidade

Solucéao Concentracédo (ppm)
1 0,2
2 0,4
3 0,6
4 0,8
5 1,0

Entéo foi realizada a analise das solucbes em triplicata estabelecendo aleatoriedade
entre as injecdes, tanto em concentracdo como ordem de preparacdo. Foram obtidos dados
relativos as areas sob a curva para cada concentracao e entdo calculado a média, o desvio
padrdo e o desvio padrdo relativo. A partir disto, foram plotados graficos de area sob a
curva (eixo y) versus concentracao (eixo X) e o grafico de dispersdo dos residuos com a
respectiva analise estatistica. Ainda foram realizadas a regressao linear pelo método dos
minimos quadrados, para obter a equagdo da reta, o coeficiente de determinacéo (r?) e o de
correlacdo linear (r). Também foi realizada a analise da homocedasticidade dos dados,
através do teste de Brown-Forsythe ou Levene modificado. Para os testes estatisticos foram
usados o nivel de significancia de 5% (RDC166/17).

Como critério de aceitacdo para este parametro a curva obtida deve possuir
coeficiente de correlagdo (r) > 0,990 e o coeficiente angular deve ser significativamente
diferente de zero, além da verificacdo da homocedasticidade dos dados e ndo presenca de
outliers entre os resultados (RDC 166/17).
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Precisdo
A precisao foi avaliada em dois niveis:

¢ Repetibilidade: representa a concordancia entre os resultados dentro de um
curto intervalo de tempo com 0 mesmo analista e a mesma instrumentacao.
e Precisdo Intermediaria: concordancia entre os resultados obtidos em um
mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes

e/ou equipamentos diferentes.

A precisdo pode ser expressa como desvio padréo relativo (DPR), segundo as férmulas:

DPR = 100 = (1)
Y(Xn— X)?

Onde: s = desvio padrao;
Xn = concentracdo determinada para cada replicata;
X = concentracdo média determinada;
n = nimero de replicatas.

Para analise da repetibilidade foram preparadas trés solucfes aquosas do padréo de
FMISO com concentragdes alta (1 ppm), média (0,6 ppm) e baixa (0,2 ppm). Foram
realizadas analises em triplicatas de cada uma das solu¢des no mesmo dia e com 0 mesmo

analista. Entdo foi determinado o valor do DPR das replicatas.

Para analise da Preciséo Intermediaria foram realizadas analises, em triplicata, de
cada uma das solucdes padréo usada no ensaio de repetibilidade em dias consecutivos com

dois analistas diferentes, e entdo determinado o valor do DPR das replicatas.

Como critério de aceitacdo temos o valor maximo aceitavel para o DPR das medidas
até 5%.
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Limite de Detecgéo e Limite de Quantificacao

O limite de deteccdo foi avaliado para verificar a menor quantidade do analito
presente na amostra de FMISO que pode ser detectado ainda que ndo necessariamente
quantificado. Para tanto, foram utillizados os dados obtidos para avaliacdo da linearidade
do método, e calculou-se o limite de deteccéo a partir da formula abaixo:

__ DPax3

LD =2 )

Onde: DPa = Desvio padrao do intercepto com o eixo Y;
IC = Inclinacéo da curva de calibracdo.

Ja o limite de quantificacdo foi avaliado para verificar a menor quantidade do
analito na amostra de FMISO que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
sob as condicdes experimentais estabelecidas. Para isso, a partir dos resultados obtidos para
a avaliacdo da linearidade do procedimento, foi calculado o limite de quantificacdo

utilizando a formula abaixo:

__ DPax10

LQ =2 (4)

Onde: DPa = Desvio padrdo do intercepto com o €ixo Y;

IC = Inclinagéo da curva de calibragé&o.

Exatidao

A exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade

conhecida do analito adicionado a amostra, utilizando a formula a seguir:
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Recuperacéo (%) = (%) x 100 (5)
3

Onde: C; = concentracdo do analito na amostra fortificada;
C2=concentracdo do analito na amostra ndo fortificada;

Cs = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada .

A exatidao foi verificada com nove determinagdes contemplando o intervalo linear

do procedimento, ou seja, trés concentracGes (baixa, média e alta), com trés réplicas cada.

Para o célculo da recuperagdo foram realizadas anélise em triplicata de uma amostra
de [*F] FMISO fortificada com solugio padrdo de FMISO com concentragdes de 0,4 ppm,
0,6 ppm e 0,8 ppm. Foi adicionado &gua purificada a uma amostra de [*3F] FMISO,
assegurando a mesma diluicdo causada pela adicdo do padrdo nas amostras fortificadas
mencionadas anteriormente e realizadas a analise em triplicata. Entdo foi calculada a
concentragcdo de FMISO em cada solugéo utilizando a equacéo da reta obtida na avaliacéo

da linearidade e calculada a recuperacdo da amostra.

Como critério de aceitacdo a recuperagdo do analito deve estar compreendida no
intervalo de 80 a 120% (EUROPEAN PHARMACOPEIA 8.0, 2016).

Robustez

Para esta metodologia, as variacdes nos parametros foram no fluxo e no gradiente
da fase mével. Foram realizadas analises em triplicata da solucdo padrdo de FMISO com
concentracdo de 10 ppm utilizando diferentes fluxos da fase movel: 0,95 mL/min, 1,0
mL/min e 1,5 mL/min, assim como, analises com diferentes valores para o gradiente da

fase movel da corrida cromatografica, conforme Tabela 8.



Tabela 8 - Alteracgdes do gradiente da corrida do CLAE

Bloco Tempo (min) % Acetonitrila % Agua
0 10 90
Triplicata 1 10 10 90
20 95 5
25 10 90
0 10 90
Triplicata 2 10 8 92
20 92 8
25 10 90
0 10 90
Triplicata 3 10 12 88
20 97 3
25 10 90

A partir dos dados de area sob a curva e tempo de retencdo obtidos para cada

condicdo avaliada foi calculada a resolucdo dos picos nos diferentes cromatogramas. Os

resultados foram expressos como media + desvio padréo.

Como critério de aceitacdo foi definido que deve haver concordancia entre o tempo

de retencdo e area obtida com variancia de no maximo 5%.

3.4 Ensaios de estabilidade do [*®F] FMISO

A metodologia deste ensaio foi baseada no guia para realizacdo de estudos de
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estabilidade de medicamentos (Resolugdo N°01/2005 da ANVISA) e na Resolucéo

64/2009 que dispde sobre o registro de radiofarmacos. O ensaio de estabilidade consistiu

na avaliagdo periodica das analises fisico-quimicas e microbioldgica, de trés diferentes

lotes de [*8F] FMISO sintetizados em trés dias diferentes, exclusivamente para as analises
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do estudo de estabilidade, simulando condigdes de estresse. A partir dos resultados obtidos,
foi definido o prazo durante o qual o produto foi considerado estavel, sendo entdo fixado o
prazo de validade para o medicamento.

Com o proposito de avaliar a estabilidade do [*®F] FMISO produzido na
UPPR/CDTN, amostras do referido radiofarmaco foram avaliadas por até 7 horas (tempo
necessario para utilizacdo nos estudos de imagens PET e que o radiofarmaco manteve suas
propropriedades de pureza radioguimica) apds sua sintese, em intervalos de 3,5 horas,
totalizando 3 resultados de avaliacdo, incluindo o tempo inicial logo apds o fim da sintese.
Como o radiofarmaco apds sintese é acondicionado em um frasco ampola transparente
multidose e fechado com uma tampa de borracha, sucessivas perfuracbes dessa tampa

foram realizadas ao longo do estudo, simulando o uso real do produto.

O ensaio foi realizado nas condicdes de temperatura igual 40 + 2 °C e umidade de
75 = 5% UR. Esta € a condicdo mais critica descrita na RE n° 1/2005 para forma
farmacéutica liquida em embalagem semipermedvel. O radiofarmaco foi mantido no
frasco-ampola de vidro com tampa, dentro da blindagem de tungsténio, em camara
climatica qualificada. Nas condicdes propostas, de temperatura e humidade, foi possivel
avaliar o impacto da exposicdo do radiofarmaco a condi¢cdes fora daquelas que estdo
estabelecidas no roétulo do produto, o que pode ocorrer durante o0 seu transporte, por

exemplo.

a) A estabilidade do produto foi avaliada por meio de andlises fisico-quimicas e
microbiologicas sendo 0os métodos utilizados descritos em compéndios oficiais ou
devidamente validados;

b) Os testes realizados e sua periodicidade neste estudo estdo apresentados na Tabela
9;
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Tabela 9 - Cronograma usado para realizacdo do estudo de estabilidade do [*F]

FMISO, contendo os intervalos de tempo e as referidas analises conduzidas.

Intervalos ap6s

Ensaios fracionamento

Oh 35h| 7h

Caracteristicas
pH

Identificacdo radioguimica
Pureza radioguimica
Identificacdo radionuclidica
Pureza radionuclidica

Impurezas e Solventes residuais
Endotoxinas bacterianas
Esterilidade

Integridade da membrana filtrante

XIX|X|X|X | X | X
XIX|X|X|X | X | X

X

XX XXX XXX X | X

c) Para a realizacdo dos ensaios fisico-quimicos foram retiradas aliquotas de 0,3 mL
por vez e para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos foi usado aliquotas de 2,3
mL;

d) O ensaio microbiolégico de esterilidade foi realizado apenas no primeiro e no
altimo intervalo de tempo, isto €: imediatamente ap0s a sintese (tempo 0) e 7 horas
apos a sintese. Tal conduta se fez necessaria devido uma restricdo do volume do
lote;

e) A tampa de borracha, conforme ja discutido anteriormente, necessita ser perfurada
ao longo do estudo. Com este intuito, minimo de 15 perfuracdes foram realizadas visando
simular condigfes reais de uso do produto e analisar a possibilidade de contaminacéo

microbiana causadas por esta acao;

As especificacdes do [®F] FMISO, estabelecidas com base na monografia deste
radiofarmaco descritas na Farmacopeia Europeia 8% ed. (suplemento 8.8), estdo
representadas na Tabela 10. Para se estabelecer o prazo de validade do radiofarmaco, deve-

se considerar o atendimento integral as especificagdes.
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Tabela 10 - Especificacdes do radiofarmaco [*®F] FMISO conforme
Farmacopeia Europeia 8° edicdo (EUR. PHARM., 2016).

Parametros

Especificacéo

Caracteristicas

Solucgéo limpida, incolor.

pH Entre 4,0 e 8,0.
Identificacdo O valor do Tr de ®FMISO em cromatografia liquida de alta
Radioquimica eficiéncia deve ser de aproximadamente 10 minutos.

Pureza Radioquimica

A radioatividade da amostra de ¥ FMISO ndo deve ser inferior a
95% da radioatividade total.

Pureza Quimica (TBA)

O tamanho e a intensidade da mancha obtida para *®FMISO néo
deve exceder os da mancha obtida para TBA padréo 100 pg/mL.

Determinacdo de
Impurezas e Solventes
Residuais

- Limite de Etanol: <10,0% - Limite de Acetonitrila:; < 0,04%

DPR <10,0% (inje¢cao manual).
A diferenca entre os tempos de retencdo dos solventes na solugéo
padrdo e no produto final deve ser inferior a 2%

Identificacdo
Radionuclidica

O tempo de meia-vida médio deve estar entre 105 e 115 minutos.

Pureza Radionuclidica

N&o menos do que 99,9% das emissGes gamas devem
corresponder a picos cuja energia seja de 511,0 + 0,5 keV e
1022,0 £ 0,5 keV.

Integridade de
Membrana Filtrante

Conforme especificacdes do fabricante.

Endotoxinas bacterianas

< 175 EU/dose

Esterilidade

Se, ap6s 14 dias, ndo houver evidéncia de crescimento
bacteriano, tanto nas amostras como nos controles negativos, o
produto final é considerado estéril.

3.5 Ensaios in vitro, ex vivo e in vivo.

3.5.1 Estudos in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade

e Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade do [*8F] FMISO, inicialmente foram recolhidos 10

ml de sangue de 6 doadores voluntarios em tubos de heparina (Vacuette) para obter as



85

PBMCs (célula mononuclear de sangue periférico, do inglés, Peripheral Blood
Mononuclear Cell) por meio de uma técnica de gradiente de concentracdo
(FicollPaqueTM Plus, GE Healthcare Life Sciences, Suécia). As células foram lavadas
duas vezes com PBS estéril e apos centrifugacdo (400g, 30 min, 20°C), foi obtido um
anel de PBMC que foi recolhido e contadas as células numa camara de Neubauer.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de exclusdo do azul de Tripam
(Sigma-Aldrich, EUA) e as celulas utilizadas apresentaram viabilidade maior que 98%.
As amostras foram coletadas apds aprovacdo de todos os voluntarios do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e protocolos experimentais aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFPE (UFPE, Brasil n° 1.870.360 / 2016).

Os linfdcitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com
soro fetal bovino a 10% (p/v) (Sigma-Aldrich, EUA) em placas de cultura celular a uma
densidade de 10° células por pogo. As culturas foram tratadas com diferentes
concentracdes de [*®F] FMISO apds decaimento radioativo, e foram incubadas por 24
horas para analise. Os controles negativos foram realizados utilizando células néo
tratadas com [*®F] FMISO em meio de cultura. Os controles positivos utilizados foram
Saponina e lonomicina, substancias indutoras de fen6menos citotoxicos e genotoxicos.

Para realizagdo do teste foi utilizado o kit ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Figura

23), da marca Promega.

Figura 23 — Kit para avaliacéo de citotoxicidade ApoTox-Glo™ Triplex

Assay, Promega.

Este kit avalia de uma uUnica vez trés ensaios quimicos: viabilidade celular,
citotoxicidade e ativagédo da caspase (para mensurar a apoptose). Nas Figuras 24 e 25, estdo

esquematizadas como funcionam os substratos no interior das células de PBMC. O
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substrato GF-AFC pode entrar nas células vivas onde € clivado pelas proteases ali presentes
e assim libera o AFC. O substrato bis-AAF-R110 ndo pode entrar em células vivas, mas
pode ser clivado pelas proteases de células mortas liberando o R110, que produz
fluorescéncia que é diretamente proporcional a quantidade de células mortas presentes no
meio.

Figura 24 — Biologia do ensaio de viabilidade celular e citotoxicidade.
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Num segundo momento do teste, segue a clivagem da caspase e entdo um substrato
para luciferase (aminoluciferina) € liberado, resultando na reacdo da luciferase e producéo

de luz diretamente proporcional a quantidade de caspase que foi ativada (Figura 26).

Figura 25 — Clivagem da Caspase 3/7 do substrato luminogénico contendo a
sequéncia DEVD.
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Para realizagéo do teste, as suspensdes celulares de PBMC de 6 doadores humanos
com concentracéo igual a 2 x 10* em 50 pL de meio RPMI completo. Essas suspensdes
celulares foram inoculadas em microplacas de 96 pogos com fundo preto para ensaios de
fluorescéncia e luminescéncia, conforme protocolo fornecido pelo fabricante do Kit
ApoTox-Glo Triplex Assay e incubadas por 24 h com trés concentragdes diferentes de [*8F]
FMISO decaido (essas concentragdes correspondem a atividade que € injetada no paciente
(20 mCi), uma concentracao 10 vezes menor (1 mCi) e outra 10 vezes maior (100 mCi)
sendo proporcional ao volume de meio de cultura celular), controle negativo, controle
positivo para viabilidade celular e citoxicidade (Saponina) e controle positivo para
apoptose e necrose (lonomicina), onde permaneceram com este estimulo por 24 horas a
37°C, em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 em ensaios para anélise do perfil

citotoxico do [*F] FMISO, conforme apresentado no esquema da Figura 26.

Figura 26 — Esquema para ensaio com ApoTox-Glo Triplex Assay.
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Apds incubacdo, foi adicionado 20 pL dos reagentes de viabilidade celular
e citotoxicidade contendo os substratos GF-AFC e substrato bis-AAFR110 para todos
0S pocos. Incubou-se a placa por mais 30 minutos e a levou para o equipamento de
leitura GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader, marca Promega (Figura 27).
A fluorescéncia foi medida em dois comprimentos de onda:
o 400 Excitagao / 505emissao (Viabilidade)

b 485Excitaqéol 520emissao (Citotoxicidade)
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Figura 27 - GloMax® Explorer Multimode Microplate Reader, Promega.

Logo apo6s primeira leitura, foi adicionado 100 pL do reagente Caspase-Glo
3/7 a todos 0s pogos e a placa foi incubada por mais 30 minutos, na temperatura ambiente.

Entdo a luminescéncia foi medida novamente no equipamento.

e Genotoxicidade

O efeito genotdxico do [*®F] FMISO foi avaliado pelo ensaio de Microntcleo. O
isolamento de células mononucleadas do sangue periférico (PBMC) foi utilizado seguindo
0 mesmo protocolo do ensaio de citotoxicidade descrito anteriormente.

Os PBMCs foram cultivados em meio RPMI completo em placas de cultura celular
de 24 pocos com superficie tratada e densidade de 106 células por pogo. Todas as culturas
foram tratadas incubadas por 48 horas com trés concentracdes diferentes [*®F] FMISO
(essas concentracBes correspondem a atividade que € injetada no paciente (10 mCi), uma
concentracdo 10 vezes menor (1 mCi) e outra 10 vezes maior (100 mCi) sendo proporcional
ao volume de meio de cultura celular), controle negativo, controle positivo (saponina) onde
permaneceram com este estimulo por 24 horas a 37 °C em atmosfera umidificada contendo

5% de CO2 em ensaios para analise do perfil genotoxico dos radiofarmacos (Figura 28).
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Figura 28 — Esquema de incubacéo das culturas de PBMC tratadas com

[8F] FMISO.
oJoJoXoJoXollieXoXoXeXeoXo]ieXeXo Yo o¥e)
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OQOOO0OOII0OOOOO|IIOOO0OO0O
OO0OO0OO0O0O0|II0OOOO0OOII0OOO OO0
A. Controle Positivo A. FMISO 100 A. FMISO 1
B. Controle Positivo B. FEMISO 100 B. FMISO 1
C.  Controle Negativo C. FMISO 10 C. POGOS VAZIOS
D. Controle Negativo D. FMISO 10 D. POGOS VAZIOS

Ao fim da incubacdo, as amostras celulares foram transferidas para tubos de
centrifuga e submetidas a centrifugacao a 2000 rpm por 5 minutos. Apds a centrifugacao,
0 meio de cultura foi desprezado e as células foram ressuspensas com 1 mL de PBS (tampéo
fosfato-salino, pH = 7.4). Em seguida, 30 pL da suspensdo celular foi transferida para
laminas previamente lavadas, ainda molhadas e na posi¢do horizontal. Em seguida, estas
foram deixadas para secar em temperatura ambiente. Ap6s a secagem, as laminas foram
fixadas com etanol absoluto (P.A) por 5 minutos. Apds a lavagem em agua corrente, as
mesmas foram submetidas a coloracdo com a utilizacdo do corante Giemsa (Merck), o qual
foi depositado de forma uniforme sobre as laminas, por um tempo médio de 5 minutos,
sendo em seguida lavadas com agua corrente e novamente secas a temperatura ambiente.
Entdo as células com micronucleos foram observadas em microscopio dptico em objetiva
de imersdo. Cerca de 1000 células por individuo foram analisadas, sendo contabilizadas as

células micronucleadas. Foram incluidas as células com um ou mais microntcleos.

3.5.2 Estudos ex vivo e in vivo: Biodistribuigdo e imagem PET

e Estudos de biodistribuicao

Os estudos de biodistribuicio do [*®F] FMISO foram realizados com camundongos
sadios da espécie Mus musculus, da linhagem Swiss, para avaliacdo da distribuicdo

fisiologica. Para estimar o nimero de animais que seriam utilizados no estudo, foi feito um
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calculo do nimero amostral (n1) (equacédo 6), considerando um desvio méximo (s) de 0,40
(40%) e uma diferenca esperada entre os grupos (d) de 0,8 (80%). Considerando o poder
do teste de 90% e nivel de significancia de 0,05, o valor de C sera de 10,51. Assim, foi

obtido um valor de nl igual 6,25.

nl=1+[2x C x (s/d)2] dai,
nl= 1+ [2 x10,51 x (0,40/0,8) 2] = 6,25 2)

Para os estudos de biodistribuicdo foram utilizadas as bases fisicas e a infraestrutura
da Unidade de Pesquisa e Producdo de Radiofarmacos (UPPR) do CDTN (registro na
CNEN 01341-000383/2011-89 para uso de radiofarmacos) para manutencdo temporaria
dos animais. Uma area dentro do laboratorio de Bioensaios foi dedicada para as estantes
ventiladas. Os camundongos foram alojados em gaiolas plasticas contendo maravalha,
respeitando o limite de 5 (cinco) animais por caixa. Os animais receberam ragdao comercial
a vontade e dgua ad libitum. Todos os camundongos foram submetidos a um regime de 12
horas de luz e 12 horas sem luz em estante ventilada prépria com ar filtrado.

As amostras de ['®F] FMISO utilizadas para os estudos foram previamente
aprovadas pelo controle de qualidade, atendendo a todos os requisitos das especificacoes.
Foram utilizados um total de 36 camundongos divididos em 6 grupos experimentais (n=6):
grupos 1 a 5 foram utilizados para biodistribui¢do ex vivo nos tempos correspondentes aos
tempos de eutanasia de 30, 60, 90, 120 e 180 minutos apds administracdo de [*8F] FMISO;
grupo 6 foi utilizado para aquisi¢do de imagem PET.

Aliquotas de 100 pL contendo de 0,45 a 0,65 uCi de [*®F] FMISO foram
administradas via intravenosa caudal. Os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical ap6s os tempos de eutanasia definidos para cada grupo e amostras de sangue foram
obtidas através de puncao cardiaca. Foram retirados baco, bexiga, cérebro, coracéo, figado,
intestino grosso, intestino delgado, musculo, pulmao, rins e cauda que em seguida foram
pesados e colocados em tubos de ensaios para serem analisados no contador Gama de pogo
(Wizard 2480, Perkin Elmer, Wallac, Finland; Eficiéncia de contagem para 0,511MeV:
48%) para determinacdo da radioatividade. A radiagdo de fundo ou background foi
subtraida e correcdes foram feitas devido ao decaimento radioativo durante as contagens.

Os resultados finais foram expressos como porcentagem de dose injetada por grama de
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tecido (% DI/g), conforme equagéo 7. A curva de eliminacio da [*8F] FMISO no sangue
foi construida a partir da coleta de 20 puL de sangue dos animais eutanasiados durante o
ensaio de biodistribuicao e os resultados finais foram expressos como porcentagem de dose
injetada por mililitro de sangue (% DI/mL) (equacgéo 8). Todos os dados foram expressos

como média * desvio padréo.

%= = cbm 07630 x 100 3)

" (cpm padrio)x peso 6rgio (g9)

DI _ (cpm20uL sangue)
mL (cpm padrio)x 0,02

% x 100 4)

e Aquisicdo de imagens utilizando o MicroPET

As imagens PET foram adquiridas por um tomdgrafo para pequenos animais
(microPET) fabricado pela General Electric Healthcare, modelo LabPET 4 (Figura 29).
Este equipamento € totalmente digital baseado em um dispositivo eletrdnico de fotodiodos
(avalanche photodiodes, APD). O sistema de deteccédo consiste em pares de cristais LY SO/
LGSO com dimensdes 2 x 2 x 12 mm?. Cada par de cristal acoplado a um APD é chamado
de canal, e sdo ao todo 1536 canais. O FOV (field of view — campo de visdo) transverso
mede 11 cm e o axial mede 4 cm e resolucdo espacial de cerca de 1 mm FWHM no centro
do equipamento. A sensibilidade do equipamento, considerando uma janela de energia de
250 a 650 KeV, é aproximadamente 1,1%.
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Figura 31 - MicroPET da GE Healthcare® —Modelo LabPET4 do CDTN

Fonte: SILVEIRA, 2016.

Para obtencdo das imagens foram utilizados 6 camundongos Swiss sadios. Os
animais receberam racdo comercial & vontade e dgua ad libitum. Todos os camundongos
foram submetidos a um regime de 12 horas de luz e 12 horas sem luz em estante ventilada
propria com ar filtrado. Foram administrados em torno de 18 MBq de [*8F] FIMISO e as
imagens feitas 2 horas ap0s injecdo. O anestésico utilizado foi isoflurano, 1 a 3% em
oxigénio (100%), para manter o animal parado durante todo o periodo de aquisi¢do. Apos
conclusdo do periodo de aquisicao, foi realizada a reconstrucdo das imagens através do
método Maximum Likelihood Expectation Maximization (MLEM) (BERGERON et al.,
2009). O AMIDE (A Medical Image Data Examiner, versdo 0.8.19; Andy Loening) foi
utilizado para quantificacdo a partir da selecao de regides de interesse (region-of-interest,
ROI), considerando areas com 2 ou 3 mm para 0s principais tecidos e 6rgdos (LOENING;
GAMBHIR, 2003). Nas imagens, regides de interesse (ROI) esféricas foram posicionadas
no local de captacdo mais intensa de 6rgdo ou tecido. Na Tabela 11 esta apresentado o
protocolo de imagem utilizado.
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Tabela 11 — Protocolo utilizado para aquisi¢édo e reconstrucao das imagens

PET.

Aquisicdo Estéatica

Atividade injetada 18MBq
Tempo por posi¢do de cama 3 minutos
NUmero de posicOes de cama 5
Reconstrucgéo

Método utilizado MLEM-3D
FOV 4 mm
NUmero de iteracdo 20
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4 RESULTADOS

4.1 Sintese e controle de qualidade do [*8F] FMISO

Todas as sinteses do [*8F] FMISO foram monitoradas (Figura 30) quanto ao caminho
em que o 18-Fluor percorreu pelo cassete, por meio de 4 detectores de radioatividade
posicionados no modulo de sintese, que permitem o acompanhamento em tempo real da

atividade.

Figura 31 - Planilha de dados para monitoracdo da atividade do Fluor 18.

Execucdo da sintese: célula 4 coletado na propria

Atividade enviada pelo ciclotron: MBg Inicio da sintese: h
ETAPA Tempo aproximade apds inicio da | ATIVIDADE | % Ativid. .
sintese (min) (MBq) |H}E}Eiu HORARIO
12 Calibrador (recepgdo 1EF) 1 100
28 Calibrador (eluigdo °F) 5
Antes da 12 adigdo ACN 9
Depois da 32 adicdo ACN 11
Inicio marcagio 14
Inicio resfr. apds marcagdo 19
Inicic hidrélise 21
Inicio evaporacdo ACN 26
Inicic redug de temp. 33
Inicio transf. pf 12 seringa | 35 (anotar no fim da etapa anterior)
Depois transf. p/ 12 seringa 35
Antes adi¢do agua ao reator 36
Durante agua no reator 36
Apés retirada de agua do reator 36
Mo reator apos carregar cartuchos 40
Fim da sintese 3 | @ — | —

Apés a sintese
Atividade : mCif MBq as h. Rendimento ndo corrigido:
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Foram utilizados cinco protocolos de producdo do [®F] FMISO. A primeira
configuracdo utilizada foi seguindo a sintese padrdo preconizada pela ABX que consistiu
em fixar a temperatura de marcacdo em 105 °C e temperatura de hidrolise igual a 85 °C.
Ao término da sintese foi calculado o rendimento da amostra e encontrado o valor de
22,51%, apobs correcdo de decaimento esse valor passou a ser igual a 31,45%. Na Tabela
12 estdo apresentados os resultados dos testes de controle de qualidade do [*8F] FMISO.

Tabela 12 - Resultados do controle de qualidade de [*®F] FMISO da sintese padréo

ABX.
Teste Critérios Faixa Encontrada
pH 45-85 5,83
Tetrabutilamonio (ug/mL) <100 pg/mL <50 pg/mL
Acetonitrila (%V/V) 0,04% VIV 0,0015%
Etanol (%V/V) <10% VIV 4,575%
Pureza Radioquimica (%) > 95% 99%
Identidade Radionuclidica tyo = 105 - 115 min 111,1 min
Pureza Radionuclidica > 99,5% 100%
Atividade Especifica (EOS) - 99,50 GBg/umol

Com a finalidade de diminuir o tempo de producdo do ['®F] FMISO que
inicialmente era de 53 minutos e, principalmente, verificar a influéncia da temperatura de
marcacdo no resultado final da sintese, foi proposta uma diminuicdo na temperatura de
marcagdo do composto para 85 °C. A principal diferenca observada foi a diminui¢ao no
rendimento de sintese que caiu para 12,58% e apds corre¢do de decaimento passou a ser
17,68%. Em relagcdo ao controle de qualidade, a variagdo da temperatura ndo afetou os

resultados finais (Tabela 13).
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Tabela 13 - Resultados do controle de qualidade de [*F] FMISO com temperatura

de marcacao de 85 °C.

Teste Critérios Faixa Encontrada
pH 45-85 5,87
Tetrabutilamonio (ug/mL) <100 pg/mL <50 pg/mL
Acetonitrila (%V/V) < 0,04% VIV 0,005%

Etanol (%V/V) <10% VIV 3,566%

Pureza Radioquimica (%) >95% 99,25%
Identidade Radionuclidica tio = 105 - 115 min 109,2 min
Pureza Radionuclidica > 99,5% 100%

Atividade Especifica (EOS) - 77,53 GBg/umol

Ainda com o objetivo de verificar a influéncia da temperatura de marcagéo no
resultado final da sintese, um aumento na temperatura de marcacdo do composto para 130
°C foi proposto (Tabela 14). Fazendo um comparativo entre os rendimentos dos demais
protocolos verificou-se que o aumento da temperatura influenciou de forma positiva no
rendimento da sintese. Neste protocolo houve um aumento para 27,85% e apds correcdo
passou a ser 39,16%. Assim, julgou-se que a alteracdo foi positiva e esse protocolo foi

eleito como padréo para o [*®F] FMISO e foi o utilizado para os ensaios in vitro e in vivo.

Tabela 14 - Resultados do controle de qualidade de [*F] FMISO com temperatura

de marcacéo de 130 °C

Teste Critérios Faixa Encontrada
pH 4585 5,85
Tetrabutilamonio (pg/mL) <100 pg/mL <50 pg/mL
Acetonitrila (%V/V) <0,04% VIV 0,009%

Etanol (%V/V) <10% VIV 4,924%

Pureza Radioquimica (%) >95% 98,95%
Identidade Radionuclidica t2 =105 - 115 min 111,2 min

Pureza Radionuclidica > 99,5% 100%

Atividade Especifica (EOS) - 70,85 GBg/pumol




97

No quarto protocolo de sintese, optou-se em mudar a montagem do cassete
substituindo o catalisador da reacéo de sintese tetrabutilamonio (TBA) por Kryptofix (Ky)
com a finalidade de melhorar o rendimento da sintese. Ao término da producao foi
calculado o rendimento da sintese e encontrado o valor de 7,43%, ap0s correcao esse valor
passou a ser igual a 10,45%. Apesar de na literatura afirmar que a presenca de Ky
possibilita 0 aumento do rendimento da reacdo, esse fendmeno nédo foi observado neste
estudo (TANG et al., 2005; ZHENG et al., 2015; KAMARAINEN et al., 2004). Ainda

houve um aumento na quantidade de impurezas em relacdo ao TBA (Tabela 15).

Tabela 15 - Resultados do controle de qualidade de [*®F] FMISO da sintese com Ky
em substituicdo do TBA.

Teste Critérios Faixa Encontrada
pH 45-85 5,90

Kryptofix (ug/mL) <50 pg/mL < 25 pg/mL
Acetonitrila (%V/V) <0,04% VIV 0,004%

Etanol (%V/V) <10% VIV 5,294%

Pureza Radioquimica (%) >95% 100%

Identidade Radionuclidica ti2 = 105 - 115 min 105,1 min
Pureza Radionuclidica > 99,5% 100%

Atividade Especifica (EOS) - 74,46 GBg/umol

A reducio no volume do eluente etanol 5% na formulacio do [*®F] FMISO seria
positiva para o paciente, ja que implicaria na reducdo dos riscos de toxicidade da
formulagdo, principalmente para aqueles que sofrem de problemas hepaticos. Além disso,
guanto menor o teor de etanol em medicamentos injetaveis maior a segurancga em relacéo

a hemolise e a dor local.

A partir de levantamentos bibliograficos, compreendeu-se a possibilidade de se
assumir o uso de um menor volume de etanol na formulagéo caso os resultados fossem

melhores do que os obtidos até entéo.

Assim, optou-se por desenvolver outro tipo de sintese com outra montagem,

chamada de protocolo 5, usando etanol 5% em agua para injegdo com volume igual a 7 mL
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em vez de 20 mL. Os resultados estdo na Tabela 16. Todas as sinteses e controle de
qualidade foram executados da mesma maneira, sem variacdo no modo de preparo, nem na
programacédo automatica da sintese, com excecdo da temperatura de marcacao quando foi

solicitado no protocolo.

Ao final da sintese foi calculado seu rendimento e encontrado o valor de 7,35%.
Apesar dos beneficios da formulacdo final, esse protocolo ndo seria comercialmente viavel,
pois atenderia uma menor quantidade de paciente por sintese, aumentando os custos da
producdo. Além disso, a formulacdo apresentou pH fora da faixa de aceitacdo estabelecidos

pelos compéndios que se referem a radiofarmacos marcados com fluor.

Tabela 16 - Resultados do controle de qualidade de [18F] FMISO da sintese com 7

mL de etanol 5%.

Teste Critérios Faixa Encontrada
pH 45-85 4,42
Tetrabutilamonio (ug/mL) <50 pg/mL <50 pg/mL
Acetonitrila (%V/V) <0,04% VIV 0,0137%

Etanol (%V/V) <10% VIV 4,838 %

Pureza Radioquimica (%) >95% 97,97%
Identidade Radionuclidica ti2 = 105 - 115 min 106,4 min
Pureza Radionuclidica > 99,5% 100%

Atividade Especifica (EOS) - 45,45 GBg/pumol

Na Tabela 17 esta apresentado um resumo com as modificacdes realizadas nos
protocolos assim como os rendimentos obtidos em cada um deles. Nandy e colaboradores,
em um estudo realizado em 2010, variaram a temperatura e tempo de marcagdo do
[*8F]FMISO (110 °C, 15 min; 125 °C, 7 min; 135 °C, 5 min e 145 °C, 3 min) assim como
utilizou quatro condicGes diferentes de hidrolise (105 °C, 10 min; 110 °C, 7 min; 115°C, 5
min; 125 °C, 3 min) para determinar a eficiéncia de radiomarcacéo. Corroborando com este
trabalho, os autores obtiveram maior rendimento nas sinteses quando o precursor foi

marcado com as maiores temperaturas.



99

Tabela 17 — ModificacGes realizadas nos protocolos de sintese.

Protocolo Rendimento Caracteristicas Tempo
L mew ETERCNC g
2 wewe  [ETEmEGAEC g
s mame  SmTmRMAALTC o
4 10,45% Substituicdo do TBA - Ky 50 min
5 17.68% Volume de EtOH 5% - 50 min

20ml=> 7ml

Zheng e colaboradores em 2015, foram aumentando a temperatura de marcacao do
[*®F]FMISO num intervalo que variou de 60 °C até 180 °C. A marcacdo foi acompanhada
por radio-TLC. Neste estudo foi observado que a marcacdo da molécula variou de 20 até
80% quando a temperatura variou de 10 e foi até 120 °C. O rendimento chegou 90% quando
a temperatura atingiu 170 °C e aumentou para 92% quando atingiu 180 °C. Esses estudos
apresentados mostram que a temperatura de marcacéao tem forte influéncia no rendimento

obtido na sintese do radiofarmaco.

4.2 Validacdo da metodologia de pureza quimica e radioquimica

O método proposto é alternativo ao descrito na Farmacopeia Europeia (EP 8.0) e
melhor se adapta as condi¢des da Unidade de Pesquisa e Producdo de Radiofarmacos do
CDTN. Dependendo do procedimento de sintese do [*®F] FMISO, o precursor NITTP e
Desmetil imidazol podem estar presentes no produto acabado. Assim, a partir da validacédo
da técnica o procedimento fica assegurado quanto a quantificacdo das substancias presentes
e possiveis interferentes presentes no composto. Abaixo estdo descritos os resultados dos

ensaios de validacdo para a metodologia de pureza quimica e radioquimica.
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Especificidade e Seletividade

Na Tabela 18, estdo dispostos os resultados obtidos para a injecdo de amostra
contendo apenas o padrdo de FMISO 10 ppm. Nas tabelas 19, 20 e 21 estdo dispostos,
respectivamente, os resultados correspondentes aos picos cromatograficos do [*F] FMISO,
desmetilmisonidazol e precursor NITTP e TBA obtidos pela inje¢cdo de amostra composta

por mistura dessas substancias em concentragédo de 10 ppm.

Tabela 18 - Resultados obtidos para amostra de FMISO 10 ppm

Padréo Area TR Pratos tedricos

FMISO (mAU) (s) (N) Simetria
Replicata 1 432 587 19789 0,973
Replicata 2 422 586 19001 0,996
Replicata 3 433 591 19895 1,003
Média 429 588 19561 0,991
Desvio padrao 6,410 2,65 488 0,020
DPR 1,490 0,45 2,50 1,580

Tabela 19 - Resultados obtidos para padrao de FMISO em presenca de
Desmetilimidazol e NITTP (10 ppm)

Parametros
Area TR Pratos teoricos
FMISO (MAU) (s) (N) Simetria  Resolucdo
Replicata 1 406 586 16751 0,975 24,810
Replicata 2 407 586 17776 1,006 25,310
Replicata 3 407 590 17592 0,963 25,070
Média 406 587 17373 0,981 25,060
Desvio padréo 0,69 2,31 546 0,020 0,250

DPR 0,17 0,39 3,15 2,260 1,000
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Tabela 20 - Resultados obtidos para amostra NITTP em presenca de
Desmetilmisonidazol e FMISO (10 ppm)

Parametros

Area TR Pratos teoricos
NITTP (mAU) (s) (N) Simetria  Resolugdo
Replicata 1 199 1293 248233 0,886 24,810
Replicata 2 198 1294 248180 0,856 25,310
Replicata 3 201 1295 251782 0,962 25,070
Media 199 1294 249398 0,901 25,060
Desvio padréo 1,42 21294 2064 0,050 0,250
DPR 0,08 1,00 0,83 6,06 1,00

Tabela 21 - Resultados obtidos para amostra de Desmetilmisonidazol em presenca
de NITTP e FMISO (10 ppm)

Parametros
Area TR Pratos
Desmetil (MAU) (s) tedricos  Simetria  Resolugio
(N)
Replicata 1 5309 282 14286 0,98 11,040
Replicata 2 5326 284 14772 1,02 11,210
Replicata 3 5302 286 14292 0,90 11,110
Média 5312 284 14450 0,97 11,120
Desvio padréo 12 2,00 278,88 0,06 0,090
DPR 0,23 0,70 1,93 6,44 0,770

De posse dos resultados encontrados é possivel concluir que as impurezas
desmetilmisonidazol e precursor NITTP ndo afetam a analise do FMISO quando o método
analitico proposto é utilizado. Com efeito, os valores de tempo de reten¢do encontrado para

0 FMISO néo foram significativamente alterados na presenca desses contaminantes.
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Igualmente, a resolucdo entre os picos para o FMISO, que foi avaliada na auséncia
e na presenca dos contaminantes NITTP e desmetil, imidazol apresentou em todos 0s casos

valores superiores ao critério de aceitacdo (>1,5). Este resultado comprova a especificidade

e seletividade do método.

Na figura 31 esta apresentado o cromatograma tipico obtido para a injecdo do
padrdo de FMISO na concentracdo de 10 ppm. A Figura 2, por sua vez, apresenta o
cromatograma da injecdo de FMISO na presenca dos contaminantes Desmetilmisonidazol

e NITTP.
Figura 31 - Avaliacdo da determinacao do padréo (FMISO)
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Figura 32 - Cromatograma da avaliacdo da determinacéo do padréo (FMISO) na

matriz em presenca dos contaminantes (Desmetilmisonidazol e NITTP)
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Estdo dispostos na Tabela 22 os resultados de avaliagdo da linearidade para o FMISO.

Esses dados passaram por conveniente tratamento estatistico para verificar o cumprimento

dos requisitos definidos pela RDC 166/2017. Os detalhes do tratamento estao apresentados

no apéndice.

Tabela 22 - Resultados da avaliacéo da linearidade para [*8F] FMISO: Dados

originais
Ponto Concentracao(ppm) Area (mAU) Media
1 4,093
2 0,2 4,153 4,555
3 5,419
4 8,664
5 0,4 7.9262 8,448
6 8,753
7 13,824
8 0,6 11,725 12,679
9 12,490
10 17,504
11 0,8 15,368 16,518
12 16,681
13 21,914
14 1,0 19.115 20,589
16 20,740

Na figura 33 esté a representacdo grafica para a regressdo linear obtida a partir da

aplicagdo do tratamento estatistico do método dos minimos quadrados aos resultados

obtidos.
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Figura 33 - Representacdo gréafica das areas obtidas em funcéo da concentracéo do
FMISO
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O coeficiente de correlacdo (r) determinado foi de 0,9999, valor conforme o
estabelecido pela RDC 116/2017. Para a avaliagdo do desvio de linearidade foi utilizado o
teste ANOVA que constatou ser a regressdo linear significativa e sem desvios de

linearidade.

A investigacdo da homocedasticidade dos residuos foi feita a partir da utilizacéo do
teste de Brown-Fosythe Ou Levene modificado (ver apéndice). Concluiu-se, pelos
resultados do teste, que os dados sao homocedasticos, visto que as variancias dos desvios
ndo sdo estatisticamente significativas. Logo, o método analitico esta validado

satisfatoriamente relativo ao parametro de linearidade.

Precisdo
a) Repetibilidade

A repetibilidade foi avaliada por meio de nove amostras de padrdes de FMISO. As
concentragdes utilizadas foram triplicatas de 0,2 ppm, 0,6 ppm e 1 ppm. Os resultados estéo
dispostos na Tabela 23. Como os valores obtidos para o desvio padréo relativo (DPR) sdo
inferiores ao limite m&ximo aceitavel de 5% de variacdo, 0 método avaliado est4 validado

para o parametro de repetibilidade.
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Tabela 23 - Resultados da avaliacéo da repetibilidade para o padréo de FMISO

Concentracao
L tedrica do i
Definicéo de ) . Area UV .
_ | Replicatas padréo Parametro | Resultado
concentracao (mAu)
FMISO
(Ppm)
1 1,0 33,943 Media 33,92
Alta 2 1,0 33,929 DP 0,02
3 1,0 33,897 DPR 0,06
1 0,6 22,010 Média 22,08
Média 2 0,6 22,216 DP 0,12
3 0,6 22,015 DPR 0,54
1 0,2 7,104 Média 7,19
Baixa 2 0,2 7,172 DP 0,03
3 0,2 7,231 DPR 0,42

b) Precisao Intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada pela analise de 9 determinag6es do padréao
de FMISO, sendo triplicatas das concentragdes de 0,2 ppm, 0,6 ppm e 1,0 ppm. O estudo
foi feito em 3 diferentes dias sendo em cada dia executado por um diferente analista. Os
resultados obtidos de mais outros dois analistas estdo detalhados nas Tabelas 24 e 25. Os
valores de DPR obtidos foram inferiores a 5%, indicando que o método cumpre o critério

de aceitacéo para este parametro.
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Tabela 24 - Avaliacao da precisdo intermediaria para FMISO dia 2/ Analista 2

Definicdo de : g:qncentragéq Area N
concentraco Replicatas | tedrica do padréo uv Parametro | Resultado
FMISO (ppm) (mAu)
1 1,0 33,192 Média 33,467
Alta 2 1,0 33,599 DP 0,238
3 1,0 33,613 DPR 0,713
1 0,6 21,774 Média 21,764
Média 2 0,6 21,768 DP 0,012
3 0,6 21,749 DPR 0,058
1 0,2 7,603 Média 7,632
Baixa 2 0,2 7,519 DP 0,114
3 0,2 7,747 DPR 1,495

Tabela 25 - Avaliacdo da precisdo intermediaria para FMISO dia 3/ Analista 3

Definicéo de . (,Zc_)ncentragz”aON Area A
concentracio Replicatas | tedricado padrdo | UV | Parametro | Resultado
FMISO (ppm) | (mAu)
1 1,0 34,389 Média 34,370
Alta 2 1,0 34,096 DP 0,260
3 1,0 34,619 DPR 0,760
1 0,6 20,337 Média 21,220
Média 2 0,6 21,985 DP 0,830
3 0,6 21,338 DPR 3,910
1 0,2 8,549 Média 8,160
Baixa 2 0,2 7,961 DP 0,340
3 0,2 7,956 DPR 4,180
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Quanto & precisdo, o procedimento analitico desenvolvido apresentou para a
repetibilidade em cada um dos trés niveis analisados (concentracdo alta, média e baixa)
DPR inferior ao maximo aceitavel de 5%. O mesmo foi encontrado na analise do parametro
de precisdo intermediéria por 2 outros analistas em dias diferentes. E possivel constatar
ainda que os desvios padrdes encontrados foram baixos, significando que os dados ndo
apresentaram resultados com divergéncias significativas entre si. Conclui-se, portanto, que

o procedimento foi satisfatoriamente validado para o parametro de precisao.

Limite de Detecgédo e Limite de Quantificacao

Com base nos resultados obtidos para avaliacdo da linearidade do procedimento e
aplicacdo das respectivas formulas, foram obtidos 0,0021 ppm para o limite de deteccédo e

0,0071 ppm para o limite de quantificacdo.

Exatidao

A exatiddo foi avaliada por meio da analise, em triplicata, de amostras de [*®F]
FMISO fortificadas com o padrdo de FMISO em trés diferentes concentragdes: baixa,
média e alta. Os resultados obtidos no ensaio foram representados na Tabela 26. Na Tabela

27 o tratamento dos dados e calculo da recuperacdo média sdo apresentados.
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Tabela 26 - Resultados do teste de recuperacao para determinacéo da

exatidao.
i (@] o
e o o uT «(T
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5 < s © s 2 2 2
o O O E e o
LL © (45
Alta 1l 0,544 1,27 46,615 90,810
0,8 Alta 2 0,544 1,38 50,543 104,090
Alta 3 0,544 1,40 51,503 107,340
Média 1 0,544 1,10 40,426 93,180
0,6 Média 2 0,544 1,17 42,702 103,44
Média 3 0,544 1,19 43,787 108,330
Baixa 1 0,544 0,94 34,329 98,540
0,2 Baixa 2 0,544 0,97 35,570 106,920
Baixa 3 0,544 0,99 36,134 110,740

Tabela 27 — Tratamento dos dados recuperados

Concentracdo média Area média Recuperacdo média
1,35 49,55 100,75
1,15 42,30 101,65

0,97 35,44 105,40
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Relativamente ao pardmetro de exatiddo, o critério de aceitacdo para recuperacao
foi compreendido no intervalo entre 80 — 120%. Conforme os dados encontrados o

parametro foi satisfeito, estando, pois, o procedimento validado para este parametro.

Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da injecéo de solu¢do padrdo de FMISO
em triplicata, em diferentes condi¢bes cromatograficas. Os resultados obtidos para a
variacdo no fluxo da fase movel (0,95 mL/min, 1 mL/min e 1,05 mL/min) estdo
representados respectivamente nas Tabelas 28. A concentracdo da fase mével constituida
por acetonitrila e 4gua foi variada em termos de acetonitrila conforme apresentado na
Tabela 29 e os resultados estdo apresentados na Tabela 30.

Tabela 28- Resultados global da anélise do parametro robustez para FMISO devido
a variacgao do fluxo.

Fluxo 0,95 Fluxo1,0 Fluxo1,05 Media Desvio DPR (%)

Area 36,17 34,08 33,68 34,64 1,34 3,86
(mAU)
Tempo de 592,33 594,33 588,33 591,66 3,056 0,52

retencao (s)

Tabela 29- Concentracdo da fase movel.

Bloco Tempo (min) % Acetonitrila % Agua
0 10 90
Triplicata 1 10 10 90
20 95 5
25 10 90
0 10 90
Triplicata 2 10 8 92
20 92 8
25 10 90
0 10 90
Triplicata 3 10 12 88
20 97 3

25 10 90
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Tabela 30 - Resultados global da anélise do parametro de robustez para FMISO
devido a variacao de gradiente

Gradientel Gradiente2 Gradiente3 Média Desvio CV

(%)

Area 34,07 34,28 36,07 34,81 1,10 3,86
(mAU)

Tempo de 594,33 604,67 572,33 590,44 16,51 2,80
retencao
(s)

Os resultados encontrados para o0 parametro de robustez avaliado apresentaram
valores inferiores a 5% para DPR tanto nas alteracGes deliberadas de fluxo, quanto de
gradiente de concentracdo da fase mdvel. Os tempos de retengdes foram igualmente
consistentes e dentro do estabelecido de 5%. Desta forma, os resultados asseguram
validacdo do procedimento quanto ao parametro de robustez para pequenas alteracfes

deliberadas de fase e fluxo.

Com a validag&o do procedimento de validacéo analitica concluida, a realizagdo do
estudo de estabilidade pode ser realizada, pois confere confianca aos resultados obtidos.
De fato, como argumentam Rambla-Alegre, Esteve-Romero e Carda-Broch (2011), a
principal importancia de uma validacdo analitica é a garantia da obtencéo de resultados
corretos e, a0 mesmo tempo, a capacidade de comprovar essa obtencao correta.

4.3 Estudo de Estabilidade do [*®F] FMISO

O prazo pretendido para utilizacdo do radiofarmaco é de 7 horas apds a sua sintese
para que seja viavel sua utilizacdo em estudos com animais (biodistribuicdo e imagens
PET). Dessa forma, avaliou-se a estabilidade da **FMISO produzida no CDTN durante

esse periodo definido ap6s o tempo final de sintese.
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Os resultados obtidos para a avaliagdo da estabilidade do [*®F] FMISO, conforme o
protocolo, e para cada um dos trés lotes produzidos, estao individualmente apresentados na
Tabela 31.

Tabela 31 - Resultados dos ensaios para trés lotes de 3FMISO produzidos para o

estudo de estabilidade. Analise em trés diferentes intervalos de tempo.

R Dia 1 - Lote FMS120517 Dia 2 - Lote FMS160517 Dia 3 — Lote FMS230517
Parametros
Oh 3,5h 7h Oh 35h 7h Oh  35h 7h
Solucdo Solucdo Solucdo | Solucdo Solucdo  Solucdo | Solucdo Solucdo Solucdo
Caracteristicas | limpida limpida limpida | limpida limpida limpida | limpida limpida limpida
incolor incolor incolor | incolor incolor  incolor | incolor incolor incolor
pH (pHmetro) 5,64 5,58 5,54 5,75 5,76 5,70 5,82 5,70 5,70
Tar2 (Min) 110,8 108,3 109,3 109,3 108,2 108,1 109,8 109,0 108,4
Pureza
radionuclidica 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
(%)
Pureza

radioquimica | 99,56% 9893%  99,78%| 99,40% 98,12%  98,28% | 99,48% 98,50%  98,58%
CLAE (%)

Identificacdo

radioguimica 605 604 604 563 552 556 617 600 609
Tr (= 600s)
Pureza
quimica <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50 <50
(pg/mL)
EtOH:  EtOH: EtOH: EtOH:  EtOH: EtOH: EtOH: EtOH:  EtOH:
Solventes 3,057 5,459 3,7189 3,7469  4,0192 3,9327 | 3,23 4,9893  4,8447
residuais (%) ACN: ACN: ACN: ACN: ACN: ACN: ACN: ACN: ACN:
0,0045 0,0086 0,0057 0,0011 0,0016 0,0013 | 0,0016 0,0023 0,0023
(Eé‘gj’rfl’_()'”as <50 - . <50 - . <50 - .
Esterilidade Estéril - Estéril Estéril - Estéril Estéril - Estéril
Integridade do
filtro (> 50 60 - - 58 - - 60 - -
psi)

*EtOH: etanol; ACN: acetonitrila;

Analisando os resultados obtidos para o estudo de estabilidade, temos que as
caracteristicas da solug@o se mantiveram dentro dos conformes ao longo de todo o periodo
de analise e para os trés lotes analisados. O efeito da temperatura e umidade nas solugdes
ndo apresentou nenhuma influéncia fisica. Elas se mantiveram limpidas e incolores,

atestando a ndo formacdo de particulados ou sedimentados.
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Os valores de pH medidos variaram entre 5,54 — 5,82. Este pH esta de acordo com
0 preconizado para o radiofarmaco, que sdo valores entre 4,0 e 8,0. Ao longo das 7 horas,
todos os lotes analisados conservaram o valor de pH dentro da faixa aceitavel. Os
resultados para o pH foram considerados conforme, de acordo com o protocolo executado
e 0 tempo analisado.

Os resultados obtidos para o tempo de meia-vida e pureza radionuclidica foram
ambos compativeis com os resultados preconizados, que sao, respectivamente, 105 - 115
minutos para o tempo de meia-vida e, para a pureza radionuclidica, ndo menos do que
99,9% das emissdes gamas correspondendo a picos cuja energia seja de 511,0 £ 0,5 keV e
1022,0 £ 0,5 keV. Desta forma este parametro manteve-se estavel durante o estudo.

A pureza radiogquimica e identificacdo radioquimica, dois dos mais importantes
parametros do estudo de estabilidade realizado, foram analisados a partir da utilizacdo do
método utilizando a CLAE validado. Tais valores encontrados foram devidamente
compativeis com os valores preconizados para o [*®F] FMISO nas condi¢des de produto
estavel. O tempo de retencio encontrado para o [*8F] FMISO, préximo a 600 s foi suficiente
a identificar precisamente o pico associado ao [**F] FMISO. A pureza radioquimica
determinada esteve acima do valor minimo exigido de 95%, confirmando a estabilidade do
produto nas condicdes analisadas e no tempo analisado.

Os solventes residuais determinados nos lotes analisados no estudo de estabilidade
apresentaram valores dentro do limite estabelecido pela Farmacopeia Europeia (EUR.
PHARM., 2016) a saber, porcentagem de etanol inferior a 10% e porcentagem de
acetonitrila inferior a 0,04 %. Essa condicdo foi observada ao longo de todo o estudo
realizado, confirmando a adequabilidade do produto relativo aos solventes residuais por
até 7 horas ap0s processo de sintese.

O teste de esterilidade apresentou resultados negativos para crescimento de
microorganismos ap6s 14 dias de incubacdo e monitoramento. Isso permite assegurar que
o radiofarmaco se manteve isento de contaminacao bacteriana até 7 horas ap0s a preparacao
e, portanto, adequado para 0 uso, mesmo apos sucessivas perfuragdes na tampa, simulando
0 uso real do produto.

Finalmente, o teste de integridade de filtro realizado através do teste de bolha
permitiu comprovar que 0 mesmo se manteve integro durante o processo de filtragem,

sendo esta mais uma prova da esterilidade, visto que o filtro usando no processo de filtracdo
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esterilizante final ndo apresentava rompimento. Para a filtragem de cada lote, apenas um
filtro esterilizante € utilizado. Isto justifica a realizacdo de apenas um teste de filtro para
cada estudo de estabilidade realizado.

Relativamente ao ensaio de endotoxinas, este foi realizado apenas imediatamente
apos a sintese. A considerar pelo curto tempo de meia-vida do radioisotopo e observando
0 resultado do teste de esterilidade que confirmaram ser os lotes analisados estéreis tanto
imediatamente apds sintese quando apos as 7 horas, justifica-se a realizacdo do teste de
endotoxinas apenas no inicio. Com efeito, se a amostra foi isenta de contaminacao e
levando em consideragdo que microrganismos sdo a principal fonte de endotoxinas,
conforme defende Ramachandran (2014), repetidas analises de endotoxinas ao longo do
estudo de estabilidade ndo se fazem necessarias, desde que seja mapeada a esterilidade no
inicio e fim do estudo, conforme o procedimento adotado. Finalmente, os resultados das
andlises realizadas de endotoxinas deram abaixo de 5 UE/mI (que é o limite de detecg¢do)
para todos os lotes analisados. Este valor esta abaixo do exigido que deve ser de 175 UE/V
ou 11,67 UE/ml, considerando envase de 15 ml.

Compete ressaltar que a ANVISA estabelece que a frequéncia de testes para o
estudo de estabilidade deve ser de pelo menos cinco pontos. No entanto, o trabalho
conduzido baseou na coleta de apenas trés pontos para analise da estabilidade do [*8F]
FMISO. No entanto, o resultado experimental obtido com a coleta e analise de apenas 3
pontos se mostrou satisfatdria, fornecendo resultados que permitiram avaliar a estabilidade
do radiofarmaco em atendimento a todos os requisitos estabelecidos pela Farmacopeia
Europeia. Além disso, ndo se observou alteracGes significativas entre o primeiro e o tltimo
ponto coletado, ou entre estes e o ponto intermediario. Neste caso especifico, coletas menos
espacadas adicionais (perfazendo os cinco pontos) seriam Uteis a determinar com maior
precisdo 0 momento de inicio ou as condic¢Bes de eventos que desencadeariam as eventuais

alteracdes do produto.
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4.4 Ensaios in vitro, ex vivo e in vivo.

4.4.1 Ensaios in vitro: citotoxicidade e genotoxicidade

e Citotoxicidade

Os estudos de citotoxicidade e genotoxicidade foram conduzidos com intuito de
analisar o potencial citotoxico e genotoxico da solucdo final do [*8F] FMISO. Os resultados
obtidos foram analisados estatisticamente por teste ANOVA one-way, utilizando o
software GraphPad Prism 7.02. Foi considerado um valor de nivel de significancia p >
0.05. De modo geral, as avaliacdes dos resultados dos estudos com [*®F] FMISO em células
de PBMCs humano ndo expressaram efeitos citotoxicos e genotdxico para nenhuma das

concentragdes testadas, sendo todas estatisticamente semelhante ao controle negativo.

Vale ressaltar que foram testadas concentracbes de até 10 vezes a concentracdo
administrada nos pacientes. A atividade injetada em um paciente adulto é 370 MBq (10
mCi) que, fazendo a conversdo para o volume sanguineo de um individuo adulto de 70 kg,
corresponde a 2 pCi/mL, concentracdo para a qual ndo foi observado nenhum efeito

citotéxico no estudo in vitro.

Conforme observado na figura 34, as células de PBMCs de humanos néo
apresentaram alteracOes significativas de viabilidade celular em funcdo do aumento da
concentragéo do [F] FMISO.

Figura 34 — Ensaio para avalia¢io da viabilidadade celular em fungéo

da variacéo das concentracdes de [*8F] FMISO.
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Confirmando o resultado apresentado acima, na Figura 35 esta a comparacéo das
concentracdes das amostras de [®F] FMISO aos controles negativos e positivos (Saponina
e lonomicina) que influenciaram na diminuicdo da viabilidade celular. Nota-se que a taxa
de viabilidade celular nas amostras contendo [*3F] FMISO apresentou valores maiores que

as amostras de controles positivos.

Figura 35 — Indice de viabilidade celular das culturas teste tratadas com [8F]
FMISO (0.1x, 1x, 10x; concentracdes que equivalem a 0.1, 1 e 10 vezes a
concentracdo maxima administrada em pacientes por procedimentos clinicos),

controle negativo e controles positivos que induz efeitos citotoxicos.
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Em relacdo ao teste de apoptose (estimadas pela ativacdo de caspases 3/7), o
aumento do nivel da caspase 3/7 observado na Figura 36, ndo foi suficiente para causar
morte celular a ponto de caracterizar o [*®F] FMISO como uma substancia apoptética para
as células de PBMCs tratadas com as diferentes concentragdes. Os resultados nao
apresentaram diferencgas significativas entre si, comprovado estatisticamente (p>0,05;
ANOVA). Estes resultados podem ser confirmados analisando o grafico de barras da
Figura 37. Nele observa-se 0 estudo comparativo entre as 3 concentragdes teste com 0s
controles negativos (que ndo receberam tratamento com o radiofarmaco) e positivos (que

foram tratadas com substancias que induz apoptose).
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Figura 36 — Avaliacdo da taxa de apoptose pela ativa¢do da caspase 3/7 variando as
concentracdes de [*¥F] FMISO.
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Figura 37 - Indice de apoptose das células das culturas teste tratadas com
[*8F] FMISO (0.1x, 1x, 10x; concentragdes que equivalem a 0.1, 1 e 10 vezes a
concentracdo maxima administrada em pacientes por procedimentos clinicos),

controle negativo e controles positivos que induz efeitos citotoxicos.
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Em relagéo aos ensaios de citotoxicidade, o [*®F] FMISO n&o foi um produto tdxico
para as células de PBMCs em nenhuma das concentracfes testadas. O aumento do efeito
citotoxico apresentado na Figura 38, nas células de PBMCs tratadas com as concentracoes
mais elevadas de [*F] FMISO ndo apresentaram diferencas significativas para as
concentragdes menores. Esse resultado foi comprovado estatisticamente pelo Teste
ANOVA (p>0,05; ANOVA). No grafico de barras estdo comparadas as 3 concentracdes
teste com o0s controles negativos (que ndo receberam tratamento com o radiofarmaco) e

positivos (que foram tratadas com substancias citotdxicas) (Figura 39).



117

Figura 38 — Ensaio do efeito citotoxico em fun¢do da variagdo das
concentracdes de [*8F] FMISO frente a cultura de células de PBMCs de

humanos.
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Figura 39 - Ensaio do efeito citotdxico nas células das culturas teste tratadas
com [*F] FMISO (0.1x, 1x, 10x; concentragdes que equivalem a 0.1, 1 e 10 vezes a
concentracdo maxima administrada em pacientes por procedimentos clinicos),

controle negativo e controles positivos que induz efeitos citotoxicos.
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Os resultados encontrados para citotoxicidade para o [*®F] FMISO estdo de acordo
com o esperado. Este radiofarmaco é derivado de um composto nitroimidazdlico ja
amplamente avaliado frente a microrganismos anaerdébicos e protozoarios, sendo utilizado
como antiparasitarios, imunossupressor, além de apresentar atividade contra tumores
hipoxicos (MORETH et al., 2010; BOECHAT et al., 2015; IND, 2009). Vale ressaltar que
a quantidade da substancia com ac¢do farmacoldgica para sintese de qualquer radiofarmaco

€ muito pequena, na ordem de picomolares (SAHA, 2010).

Os conhecimentos dos efeitos toxicos de 2-nitroimidazdis em humanos baseiam-Se,
principalmente, no misonidazol, um analogo do fluoromisonidazol. Em meados dos anos
70, foram realizados estudos em humanos com derivados nitroimidazélicos em pesquisas
clinicas envolvendo tumores hipdxicos. O objetivo foi sensibilizar esses tumores a niveis
citotoxicos de radiacdo para que eles obtivessem caracteristica de tecidos normdxicos.
Esses estudos utilizaram doses consideradas eficazes para aumentar a citotoxicidade da
radioterapia. N&o foram relatados efeitos prejudiciais até doses cumulativas que excederam
alguns gramas, o que é de aproximadamente cinco a seis vezes maior do que a dosagem
necessaria para a imagens PET (IND, 2009).

Estudos clinicos que empregam doses multiplas de MISO também foram relatados
e sintomas como neuropatia periférica foi a manifestacdo de toxicidade que se tornou
limitante da dose com doses diarias de 3-5 g/mL,5 vezes por semana. Os resultados desse
estudo demonstram a proporcionalidade da dose da toxicidade primaria do farmaco durante
administracdo cronica em doses que excedem em muito as utilizadas em imagens PET.
Limitando a dose total e ndo administrando mais do que duas doses em uma semana a
toxicidade foi minimizada (IND, 2009).

A toxicidade primaria do FMISO é a neuropatia periférica, que depende da
frequéncia e do nivel de dose administrada. Nao h& evidéncia para sugerir que o FMISO
representa um risco para neuropatia periférica quando administrado como agente PET
como aqui descrito. O risco para essa doenga parece, de fato, ser minimizado ou ausente
mesmo em doses terapéuticas que excedem em muito as necessarias para a imagem PET
(IND, 2009).

A dose maxima para humanos relatada em protocolos de imagem foi de 1 mg/kg ou
70 mg para um homem de 70 kg. Nenhum evento adverso foi relatado. Isso corresponde a
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cerca de 0,1% da DL50 (Dose Letal: dose necesséria de uma dada substancia ou tipo de
radiacdo para matar 50% de uma populacdo em teste). As doses totais para realizacdo de
imagens nos pacientes contém formulacao radiofarmacéutica < 15 pg de fluoromisonidazol
e menos de 35 pg de outros derivados do nitroimidazol. Isso ¢ <0,001% da DL50.
A droga ndo teve efeitos toxicos nessas doses com base em uma revisdo de 5400 pacientes
incluidos em estudos com MISO e mais de 269 pacientes estudados com doses de
[®F] FMISO (OVERGAARD, 1994).

e Genotoxicidade

Para mensurar os efeitos genotoxicos do [*8F] FMISO, as amostras celulares foram
analisadas por meio do Teste de Micronucleo (FENECH E MOLEY, 1985a) com uma
pequena modificacdo em relacdo a atividade mitogénica e a aplicacdo do blogueador de
ciclo celular, citocalasina. Este teste representa um ensaio bem estabelecido para o
biomonitoramento de populagdes humanas como um indicador de instabilidade genética e
dano por radiagdo (ERIDGE et al., 2003).

Os dados reunidos na Tabela 32, apresentam a frequéncia de microndcleo (FMN)
observadas em células PBMC ap0s exposicao as diferentes concentragdes do radiofarmaco
[*®F] FMISO (1, 10 e 100 mCi). Estes dados demonstram que houve diferencas
estatisticamente significativas de FMN, quando comparados aos grupos controle negativo
e ao grupo exposto a concentracdo de 100 mCi, tendo obtido um nivel de confianca de 95%
e o valor de p, estatisticamente significativo igual 0,02. Estes dados demonstram que o
[*®F] FMISO nas concentracdes acima de 10 mCi, podera apresentar efeito gendtoxico,
induzindo a formagdo de microntcleo em células PBMC normais. Nas demais
concentracdes, 1 e 10, os resultados obtidos para FMN ndo foram estatisticamente
significativos, sendo observado na concentracdo de 1 mCi valores semelhantes ao controle

negativo.
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Tabela 32 - Frequéncia de micronucleo em células PBMC ap06s 48h de cultivo celular
com o radiofarmaco [*¥F] FMISO em diferentes concentracoes.

Controles Tratamentos (mCi)

CN "MN °FM 1 10 100

Doadores

CN MN FMN CN MN FMN CN MN FMN

1 1002 4 0,004 898 8 0,008 835 19 0,022 921 21 0,022
2 1001 6 0,006 916 11 0,012 856 17 0,019 948 19 0,020
3 1004 3 0,003 1007 7 0,007 880 13 0,014 893 19 0,021
4 1000 5 0,006 1005 9 0,000 1004 15 0,014 1005 21 0,020
5 1004 7 0,007 920 10 0,010 879 20 0,022 911 25 0,027

6 1005 4 0,004 850 8 0,009 989 18 0,018 890 24 0,026

3CN (Células normais), P"MN (microntcleo), °FMN (frequéncia de micronticleo).

Na comparacdo do grupo controle negativo com o controle positivo (saponina)
(Figura 40), foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente significativa
(p>0,02), pela alta frequéncia de micronucleo formada em relagdo ao grupo controle. As
saponinas ou saponosideos sdo glicosideos do metabolismo secundario vegetal,
caracterizados pela formacao de espuma, tendo propriedades de detergentes e surfactantes
(BELCAVELLDO et al., 2012). Este glicosideo tem sido usado em estudos citotoxicidade
como controle positivo devido ao seu alto potencial citotoxico e genotéxico (DE BONA et
al., 2012). Quando comparado o grupo controle negativo ao o grupo tratado na
concentracdo de 100 mCi foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas,
tendo o valor de p>0,02. Para os demais tratamentos, 1 e 10, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas em relagdo ao controle negativo e o grupo controle positivo.
Nas concentracbes abaixo de 10 mCi, os dados sugerem que ndo h& efeito genotoxico
estatisticamente significativo, sendo confirmada pela baixa frequéncia de micronicleo

observada.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Espuma
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Figura 40. Frequéncia de micronudcleos em células PBMC humanas apos 48 horas de
cultivo nas diferentes concentragdes do radiofarmaco[*¢F] FMISO.
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Vérios estudos descobriram transformaces genéticas devido a exposicdo de
misonidazol e nitroimidazo6is utilizando ensaios in vitro. Linhagem celular murina
(fibroblastos de embrido de camundongo) tem uma frequéncia normal de transformacéo
espontanea <107, mas estas sofreram transformacédo oncogénica in vitro quando expostos
a agentes quimicos e fisicos. A frequéncia de transformacBes genéticas com 3 dias de
exposicdo ao farmaco 1 mM foi de 2,27+ 0,38 x 10 para FMISO e 4,55 + 0,95 x 10 para
misonidazol. Esses valores sdo cerca de trés a cinco vezes ao que é administrado ao
paciente, este nivel de exposicdo ao medicamento requer cerca de 10 gramas da droga em
um ser humano (IND, 2009). Estudos de imagem injetardo < 15 pg ou cerca de 0,00015%.
A exposicdo a medicamentos para exames de imagem estd muito abaixo dos niveis

de genotoxicidade observado.
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4.4.2 Ensaios de Biodistribuicdo e imagens PET

O ensaio de biodistribuicao foi conduzido com 6 animais por grupo de tempo, todos
sadios. Os tempos utilizados foram baseados no perfil de biodistribuicdo apresentado no
trabalho de Liu e colaboradores (2008). A partir desse trabalho, foram escolhidos os tempos
de 30, 60, 90, 120 e 180 minutos para tragar o perfil de distribuicio do radiofarmaco [*8F]

FMISO nos 6rgdos através do tempo.

Os resultados de biodistribuicio do [*®F] FMISO em camundongos Swiss sadios
encontram-se na Tabela 32 e na Figura 40. De acordo com os dados apresentados, pode-se
observar que a captacdo do radiofarmaco no tempo de 30 e 60 minutos ainda é muito
elevada. Essa captacdo diminui consideravelmente no tempo de 90 minutos, ndo sendo

observada diferenca na captacéo dos érgaos.

Tabela 33 - Biodistribuicdo de [*F] FMISO em camundongos sadios em

funcéo do tempo.

) %Dl/g
Orgéo
30 min 60 min 90 min 120 min 180 min
Baco 125+011 062024 020%005 011+002 0,05 0,00
Bexiga 1,78+031 090+017 037+0,15 0234003 0,21+ 0,03
Cérebro 135+017 079+019 022+0,07 0,11+002 0,04+ 0,01
Coragio 141+018 065+010 023+0,06 0,15+0,03 0,07+ 0,01
Figado 342+039 189+051 095+020 0,66+0,10 0,35%0,10
Intestino 378+123 092+046 069+026 050+017 0,09+ 0,05
Delgado
Intestino Grosso  1,70+0,45 1,15+045 051+0,15 032+006 017 +0,04
Msculo 001+031 029+011 014+004 010+003 0,04+ 0,01
Pulméo 1,77+021 088+036 032+0,12 021+006 0,09+ 0,05
Rim 226+027 128+063 038+006 027+005 0,11+ 0,04
Sangue 1,84+058 1,18+025 060+0,15 0,36+0,10 0,03+ 0,00
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Figura 41 - Perfil de captagédo do [18F] FMISO por tempo em cada 6rgao e
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Se tratando individualmente de cada 6rgédo, pode-se observar que houve uma maior
captacdo do [®F] FMISO pelo figado, intestinos e rins. Esses achados estdo de acordo com
o fato de que o [*®F] FMISO ¢é uma molécula relativamente lipofilica (coeficiente de
particdo = 0,40, log P = —0,40) (FERNANDEZ et al., 2013). Estudos apontam que, em
humanos, a excrecdo de [*®F] FMISO na urina é minima, em torno de 3% da dose total
injetada, por ser metabolizado no figado e intestino, principalmente. Porém, seus
metabdlitos sdo tipicamente excretados na urina (83% aos 95 minutos pos-injecao)
(CHENG et al., 2016). Esses achados mostram que a eliminacéo deste radiofarmaco néo é
exclusivamente pela via renal, mas também através do sistema hepato- biliar devido a sua
maior lipofilicidade (CHENG et al., 2015). Também foi relatado que uma grande
quantidade de bactérias anaerdbias presentes no intestino grosso pode resultar em alta
absorcao intestinal de [*®F] FMISO (LIU et al., 2009).

A curva de clareamento sanguineo em modelo animal utilizando camundongos
Swiss, fémeas, adultas e sadias esta demonstrada na Figura 42. Os céalculos se basearam na

porcentagem da dose injetada por mililitro de sangue (DI1%/mL) em funcdo do tempo apos
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administracdo do radiofarmaco. Observa-se que o [*®F] FMISO, uma vez na corrente
sanguinea, permanece com seus niveis elevados, apresentando dose inicial relativamente
alta por grama de sangue e depuracdo lenta de, aproximadamente, 90 minutos pés injecao
sendo lentamente distribuido até o figado para ser metabolizado e reabsorvido no intestino

delgado, até entdo ser eliminado no tempo final de 180 minutos.

Esses resultados ja sdo esperados, corroborando com resultados de Fernandez et
al. (2013) e com dados bibliograficos que indicam taxas de depuracao lenta do sangue e

tecidos moles como a principal desvantagens deste radiofarmaco.

Figura 42 — Curva de cinética no sangue.
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Foram realizados estudos de imagens microPET com camundongos sadios com
intuito de complementar os estudos do perfil de biodistribuicdo ex vivo em 6rgaos normais.
O protocolo de imagem envolve cinco posi¢es de cama, cada posi¢cdo com 3 minutos de
analise, totalizando cada imagem, 15 minutos. A imagem obtida nesse estudo foi realizada

ap6s 2 horas da administracio do [*8F] FMISO e é apresentada na Figura 43.



125

Figura 43 — Perfil de biodistribuicdo do [*®F] FMISO por imagens de
microPET.

Por meio da analise da imagem acima, pode-se observar que o [**F] FMISO
proporciona uma imagem bem nitida, com pouca ou nenhuma radiacdo de fundo, a ndo ser,
realmente os 6rgaos que captaram o radiofarmaco. Isto mostra a especificidade tecidual do
[*®F] FMISO sintetizado na UPPR do CDTN. Apds reconstrucdo e quantificacio de
imagens, os valores de %DI/g calculados foram obtidos e estdo representados na Figura
44. Nota-se que, para bexiga e figado, as captacdes foram de 5,50 + 2,47 e 0,36 + 0,04
%DI/g, respectivamente.
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Figura 44 — Perfil da captacéo do [*®F] FMISO em camundongos Swiss sadios.

A imagem apresentada estd de acordo com os dados obtidos na biodistribuicéo ex
vivo no tempo de 120 minutos pds injecdo, mostrando alta captacdo pelos O6rgaos
responsaveis pelo metabolismo e eliminacdo do [*8F] FMISO. A escala em modo arco-iris
indica captacdo elevada (vermelha) do radiofarmaco pelo reto, vesicula biliar, intestino,
figado e bexiga, confirmando sua rota de eliminagdo. Os resultados para bexiga foram de
encontro ao estudo anterior, a bexiga se mostrou como o 6rgdo mais captante. 1sso pode
ser explicado pelo fato da bexiga, no momento da sua incisdo para ser analisada no contador
Gama, pode ter sido estourada e ocorreu a perda do material radioativo que estava ali
presente.

Uma comparacdo entre resultados de captacdo obtidos a partir das duas técnicas
empregadas (ex vivo e microPET) é apresentada na Figura 44. E possivel observar um perfil
semelhante de biodistribuicio do [*®F] FMISO em animais sadios.

Bexiga e intestino apresentaram diferentes resultados de captacdo quando
analisados pelas técnicas propostas. No caso da bexiga, a ROl estabelecida ndo exclui a
urina, que apresenta elevada quantidade do [‘®F] FMISO. Portanto, a %DI/g é maior em

relacdo aquela determinada apenas pela parede da bexiga pela técnica ex vivo. Figado,
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mausculo, pulmao e cérebro ndo apresentaram diferenca quanto a %DI/g obtidas por meio
das duas técnicas. No caso do intestino o equipamento microPET utilizado possui uma
limitacdo no delineamento exato do 6rgédo para definir a regido de interesse (ROI), sendo
assim a regido do intestino pode ter abrangido mais 6rgaos e sua captacdo superestimada.
Os demais 6rgdos ndo puderam ser comparados com o estudo ex vivo pelo mesmo motivo
da dificuldade de delimitar as regides de interesse de cada 6rgdo. Efeitos de volume parcial

ndo foram corrigidos e contribuem com as diferencas observadas.

Figura 44 - Gréfico referente a comparacéo do perfil de biodistribuicdo [°F]
FMISO em camundongos sadios 120 minutos apds injecdo utilizando técnicas

distintas.
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A Figura 46 é uma imagem comparativa dos estudos realizados por Cheng e
colaboradores (2016) para diagndéstico de cancer de mama em modelos murinos e o estudo
do perfil de biodistribuicdo por meio de imagens PET utilizando o [*3F] FMISO produzido
na UPPR do CDTN/CNEN.
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Figura 46 — Imagem comparativa da captacdo do [*®F] FMISO dos estudos de
Cheng, 2006 (A) e o perfil de captacédo do [*¥F] FMISO produzido no CDTN/CNEN

(B).
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A partir da observacdo das imagens, podemos concluir que o perfil de captacdo do
[*®F] FMISO em ambos estudos sdo bastante semelhantes. Nas duas imagens, o
radiofarmaco se acumula preferencialmente na regido gastrointestinal, comprovando que

sua via de metabolizacéo e eliminacéo figado, rins e bexiga.



129

5 CONCLUSAO

e O processo de producéo e controle de qualidade do [*®F] FMISO sintetizado na
Unidade de Pesquisa e Producdo de Radiofarmacos do CDTN/CNEN foi
desenvolvido usando o modulo de sintese TracerLabMXrpc em acordo com as
Boas Préticas de Fabricacdo de Radiofarmacos.

e Dos cinco protocolos de sintese testados, o protocolo 3, com temperatura de sintese
de 130 °C e temperatura de marcagdo de 85 °C, apresentou maior rendimento
(~40%) sendo eleito como o melhor protocolo a ser utilizado para sintese do [*8F]
FMISO.

e Todo o controle da qualidade do [®F] FMISO foi desenvolvido satisfatoriamente.

e O método de analise para avaliacdo da pureza quimica e radioquimica foi validado
e pode ser utilizado na rotina do controle da qualidade do [*3F] FMISO produzido
no CDTN.

e O estudo de estabilidade do [*8F] FMISO realizado conforme o protocolo de
estabilidade proposto cumpriu todos os requisitos preconizados pela Farmacopeia
Europeia 8° Edicdo até 7 horas p6s processo de sintese.

e O [*F] FMISO nio apresentou sinais de citotoxicidade e genotoxicidade em
concentracgdes ideais para ser administradas em paciente nem em concentrac6es 10
vezes maiores, provando a seguranca da formulacdo produzida na UPPR do
CDTN/CNEN.

e Os ensaios de biodistribuicdo e imagens PET mostraram que o [*®F] FMISO
produzido na UPPR do CDTN/CNEN esta de acordo com os estudos disponiveis
na literatura e comprovam o seu perfil de distribuig&o.

e Estudos futuros serdo desenvolvidos para avaliacdo da eficacia do radiofarmaco
produzido na marcacgédo de tumores hipoxicos em camundongos.

e Para o [*®F] FMISO tornar-se disponivel nos servigos de medicina nuclear do
Brasil € necessario que haja o pedido de registro do radiofarmaco junto a ANVISA,
como preconiza a RDC 64. Com esses resultados apresentados, € fundamental que

ainda sejam feitos os estudos clinicos em humanos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: Investigac8o imunolégica e antitumoral de compostos naturais exiraldos de plantas

Pesquisador: Cristiane Moutinho Lagos de Melo

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 62118716.5.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.870.360

Apresentacio do Projeto:

Trata-se de um projeto a ser desenvolvido no departamento de antibidticos desta universidade a ser
conduzido pela pesquisadora Cristiane Moutinho Lagos de Melo e oito colaboradores com desenvolvimento
das atividades no Laboratério de Imunoparasitologia - LIMP, Departamento de Imunologia do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes/Fundagao Oswaldo Cruz - Permnambuco (CPqAM/FIOCRUZ - PE). No presente
projeto, compostos naturais como lectinas, Inibsdores de proteases e fragdes isoladas de extratos de plantas
serfo investigados in vitro quanto 3 sua ag8o imunoldgica e antitumoral frente a linhagens dec2lulas normais
e cancerigenas humanas.

Objetivo da Pesquisa:

Investigar in vitro mecanismos celulares e moleculares de novos compostos naturais candidatos a farmacos
imunomoduladores e antitumorais.

Avaliar em cultura de células mononucieares do sangue perifénico (PBMC) humano a atividade citotoxica de
compostos naturas;

Determinar in vitro a atividade antitumoral das substancias avaliadas sobre as linhagens de células
cancerigenas JURKAT (c&ncer de préstata) e MDA MB231 (cancer de mama);
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Investigar in vitro a lberaclo de caldo atosolico e mitocondrial promovida pelos compostos;

Investigar in vitro a liberaclo de Espéces Reativas de Oxigénio promovida pelos compostos;

Determinar in vitro a liberagdo de Citocromo c e ativago das Caspases 8, 9 e 3 promovidas pelos
compostos;

Quantificar a produgéo das citocinas IL-1, IL-6, IL-4, IL-12, TNF-e TGF- nos sobrenadantes de cultura de
PBMC humano e de linhagens celulares tumorais apos estimulagio in vitro com os compostos;

Investigar a viabilidade celular das células tumorais tratadas in vitro com oscomposios avallados.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficlos:

No caso deste projeto de pesquisa os riscos devem ser considerados minimos, uma vez que para os
experimentos de imunomodulagiodesse projetos estamos requerendo apenas aliquotas sanguineas de
doadores voluntarios sadios, para que possamos isolar os linfocitos e testar 08 compostos solados in vitro.
Neste procedimento acreditamos ser possivel haver apenas um desconforto, especialmente psicoldgico,
com a retirada de sangue do voluntano, assim como acontece em um hemograma comum prescrito pro um
meédico.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os compostos serdo isolados poralguns grupos de pesquisa no estado de Pemambuco, provenientes do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco e Departamento de Biofisica da
Universidade Federal Rural de Pemambuco. Além disso, outras atividades bioldgicas desses compostos ja
vém sendo investigadas no Laboratério de Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu
Magalhaes/FIOCRUZPE. A pretensfo desse estudo & investigar novosfarmacos naturais potencialmente
imunomoduladores e antitumorais, elucidando parte de seu mecanismo de agdo de indugfo de morte
celular. Os resultados deste projeto, se bem sucedido, nos permitira chegar 8 uma adequada eleigdo de
prototipos a farmacos antitumorais e imunomoduladores, bem como contribuir para o entendimento do
mecanismo de agdo destas classes de moléculas, aspectos que s8o cruciais para a inovagio terapéutica. A
pretensdo inicial @ a busca de auténticos compostos naturais candidatos a novos farmacos antitumorais,
planejados para atuarem de maneira alvo-especlfica. Isso significa que os resultados
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obtidos poder&o permitir novos avangos nas estratéglas imunoquimioterapicas e profilaticas (tanto a nivel
regional como mundial).

Conslderagtes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

O projeto tem um orgamento de R$ 15.750,00 e todos os ilens econtram-se |& adquiridos e recebidos pelos
pesquisadores. O cronograma tem previs3o para a coleta das amostras em dezembro de 2016 e jansiro de
2017, O projeto apresenta viabilidade para & realizaglo com a estrutura dos laboratorios citados. Os
compostos serfo Isolados poralguns grupos de pesquisa no estado de Pernambuco, provenientes do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco e Departamento de Bioflsica da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Apresentou carta de anuéncia do Laboratorio de
Imunoparasitologia do Centro de Pesquisas Aggeu Magalh2es/FIOCRUZ-PE e do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco.

Recomendagobes:

Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Conslderagoes Finals a critério do CEP:

As exigéncias foram atendidas e o protocolo esta APROVADO, sendo Mberado para o iniclo da coleta de
dados. Informamos que a APROVACAO DEFINITIVA do projeto s6 sera dada apds o envio do Relatorio
Final da pesquisa. O pesquisador devera fazer o download do modelo de Relatério Final para envia-lo via
“Notificacao”, pela Plataforma Brasil. Siga as instrugdes do link “Para enviar Relaténo Final®, disponivel no
site do CEP/CCSIUFPE. Apés apreciago desse relatdrio, o CEP emitiré novo Parecer Consubstanciado
definitivo pelo sistema Plataforma Brasil.

Informames, ainda, que o (a) pesquisador (a) deve desenvolver a pesquisa conforme delineada neste
protocolo aprovado, exceto quando perceber nisco ou dano ndo previsto ao voluntario participante (item V.3.,
da Resolugso CNS/MS N° 466/12).

Eventuats modificacdes nesta pesquisa devem ser solicitadas atraves de EMENDA ao projeto, identificando
a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Para projetos com mais de um ano de execugdo, & obrigatdrio que o pesquisador responsavel pelo
Protocolo de Pesquisa apresente a este Comité de Etica relatorios parciais das atividades desenvolvidas no
periodo de 12 meses a contar da data de sua aprovacg8o (tem X.1.3.b., da Resolugio CNSMS N° 466/12).
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O CEP/CCS/UFPE deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso
normal do estudo (item V.5., da Resolugdo CNS/IMS N° 466/12). E papel do/a pesquisador/a assegurar
todas as medidas imediatas e adequadas frente a evento adverso grave ocorndo (mesmo que tenha sido
em outro centro) e ainda, enviar notificacio a ANVISA — Agéncia Naclonal de Vigilancia Sanitaria, junto com

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
ormagdes | | _DO_| 101272016 Aceito
do Projeto ROJETO 778348.pdf 00:41:11
Declaracao de Carta_de_anuencia_Emmanuel.jpeg 10/12/2016 |Cristiane Moutinho Acsito
| Pesquisadores 00:40:47 |
Declarac&o de carta_de_anuencia_projeto_humanos.pd 10/12/2016 |Cristiane Moutinho Acsito
Instituicso e f 00:40:32 |Lagos de Melo
Linfraestnutura
Outros resposta_ao_parecerista.docx 10/12/2016 |Cristiane Moutinho Aceito
00:40:05 |L de Melo
Projeto Detainado /| projeto_final.dock 10!755‘6‘1'6“6%%:?@-“ Aceito
Brochura 00:38:13 |Lagos de Melo
r
m de |TCLE_final.doc 10/12/2016 |Cnstiane Moutinho Aceito
Assentimento / 00:38:58 |Lagos de Melo
Justificativa de
|Auséncia —
Outros termo_confidencialidadecristiane .docx 18/11/2016 |Cristiane Moutinho Aceito
12:14:31 _|L de Melo
Folha de Rosto FRCRISTINEMOUTINHO.doc 18/11/2016 |Cristiane Moutinho Acsito
12:04:02__|Lagos de Melo
Declaracao de Curriculo_Vanessa.pdf 17/1172016 |Cristiane Moutinho Aceito
uisadores 23:22:29 |Lagos de Melo
(= o e e g 7971172076 [Crstane Moutho | Ao
Pesquisadores 23:22:17 |Lagos de Melo
Declaracio de Curriculo_Jessica.pdf 17/11/2016 |Cristiane Moutinho Aceito
23:22:04 L
Declaraco de Curriculo_Glezia.pdf 17/11/2016 |Cristiane Moutinho Acsito
| Pesquisadores 23:21.54 |
Declaragso de Curriculo_Dayane. pdf 17/11/2016 |Cristiane Moutinho Acsito
Pesqui res 23:21:40 |l agos de Melo
Declaragso de Curriculo_Camila.paf 17/11/2016 |Cristiane Moutinho Aceito
Pesquisadores 23:21:30 _|Lagos de Melo
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02:07:15 _|Lagos de Melo
Declaragdo de carta_de_anuencia_virginia.jpg 16/11/2016 |Cristiane Moutinho Aceito
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ANEXO B - CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA

Comissio de FEtica de Uso de Animais

@/" Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear
CEUA/CDTN

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Protocolos de validagcio dos
processos de sintese e controle de qualidade do [18FJFMISO no Brasil,
registrada com o protocolo n® 001/17, que tem como responsavel, Marina
Bicalho Silveira, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794,
de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA DE USO DE ANIMAIS DO CDTN, em reunido de 26/06/2017.

Finalidade: ( ) Ensino ( x ) Pesquisa

Vigéncia da autorizagao: 27/06/2022

Espécie/linhagem/raga: Mus musculus/raga C57BL/6

N° de animais: 152

Peso/Idade: 20-25g/6-8 semanas

Sexo: () macho ( x ) fémea

Origem: Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas -

CEBIO/UFMG |

Belo Horizonte, 26 de jun}g de 2017.

g/;,

Coordeﬁador’do CEUA/CDTN

Av. Presidente Antonio Carlos, 6,627, Campus da UFMG - Pampulha, CEP 31270-901
Caixa Postal 941 - CEP 30161-070, Belo Horizonte - Minas Gerais, Brasil
Telefone: 31-30693101 E-mail: ceua.cdtn@cden.br
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APENDICE A - VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICAS

Item A: Resultados originais obtidos para FMISO

Tabela Al: Dados experimentais obtidos para linearidade do FMISO

Pontos | Concentracgéo (ppm) Area(mAU) Média das areas

1 0,2000 4,0931

2 0,2000 4,1537 4,5555
3 0,2000 5,4197

4 0,4000 8,6639

5 0,4000 7,9261 8,4477
6 0,4000 8,7531

7 0,6000 13,8237

8 0,6000 11,7249 12,6795
9 0,6000 12,4899
10 0,8000 17,5042
11 0,8000 15,3678 16,5177
12 0,8000 16,6810
13 1,0000 21,9138
14 1,0000 19,1154 20,5899
15 1,0000 20,7404
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Item B: Grafico Exploratdrio Inicial

Gréafico construido a partir da tabela dos dados originais sem quaisquer eventuais

corregdes estatisticas.

Gréfico Exploratério Inicial

25 +

20 - y = 20,069x + 0,5164
R2=0,9794
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Item C: Teste do residuo Padronizado Jacknife — Outliers.
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Na tabela a seguir estdo dispostos os resultados obtidos a partir da aplicacdo do teste

de Jacknife para investigacao de Outliers.

Tabela A2: Tratamento dos dados para anélise de Outliers

Pontos Xi Yi €i Jei ri hi
1 0,2000 | 4,0931 -0,44 -0,538 -0,553 | 0,200
2 0,2000 | 4,1537 -0,38 -0,462 -0,477 | 0,200
3 0,2000 | 5,4197 0,89 1,138 1,126 | 0,200
4 0,4000 | 8,6639 0,12 0,137 0,143 | 0,100
5 0,4000 | 7,9261 -0,62 -0,724 | -0,738 | 0,100
6 0,4000 | 8,7531 0,21 0,240 0,249 | 0,100
7 0,6000 | 13,8237 1,27 1,563 1,483 | 0,067
8 0,6000 | 11,7249 -0,83 -0,974 -0,976 | 0,067
9 0,6000 | 12,4899 -0,07 -0,077 -0,080 | 0,067
10 0,8000 | 17,5042 0,93 1,124 1,112 | 0,100
11 0,8000 | 15,3678 | -1,20 -1,505 | -1,437 | 0,100
12 0,8000 | 16,6810 0,11 0,125 0,130 | 0,100
13 1,0000 | 21,9138 1,33 1,825 1,681 | 0,200
14 1,0000 | 19,1154 -1,47 -2,087 -1,861 | 0,200
15 1,0000 | 20,7404 0,15 0,188 0,196 | 0,200

As colunas x; e yi correspondem respectivamente as colunas concentragdo e area da

tabela de dados originais (item A). A coluna Jei corresponde ao tratamento dos dados para

a presenca ou ndo de outliers. E permitido a exclusdo de no maximo 3 outliers (22% dos
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15 dados tratados originais. No caso dos dados analisados para o Fluoromisonidazol, néo

houve a presenca de outliers.

Item D: Teste de Ryan — Joiner — Normalidade de Residuos

O teste é realizado usando os resultados do teste de outliers levando em conta o
numero de pontos e os resultados obtidos. Para o resultado obtido para o FMISO, o teste

de Ryan — Joiner fornece os seguintes resultados:

Tabela A3: Resultados decorrentes da aplicacdo do teste de Ryan — Joiner

Pontos Pi Qi &i
1 0,0410 -1,7394 -1,4704
2 0,1066 -1,2450 -1,2041
3 0,1721 -0,9458 -0,8332
4 0,2377 -0,7137 -0,6181
5 0,3033 -0,5150 -0,4372
6 0,3689 -0,3349 -0,3766
7 0,4344 -0,1651 -0,0682
8 0,5000 0,0000 0,1091
9 0,5656 0,1651 0,1197
10 0,6311 0,3349 0,1546
11 0,6967 0,5150 0,2090
12 0,7623 0,7137 0,8894
13 0,8279 0,9458 0,9323
14 0,8934 1,2450 1,2656
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A seguir encontra —se plotado os valores de ei em fungéo de gi demonstrando

aspecto visual da distribuicéo destes valores em torno da normal.
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Os valores criticos adotados para R foram conforme na tabela A4:

Tabela A4: valores criticos de R

Valores Criticos de R

Rcritico (a: 0,10) 0,9506

Reritico (a: 0,05) 0,9383

Reritico (a: 0,01) 0,9109

O valor calculado para Req foi 0,9867. Como este valor € maior da que tanto
Reritico para niveis de 1% e 5% de significancia, conclui-se que os residuos seguem a
distribuicéo estatistica normal.
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Item E Teste de Durbin — Watson ou da independéncia dos residuos.

O teste de Durbin — Watson busca verificar se ha, ou ndo, auto-correlacao

entre os residuos. A tabela a seguir apresenta os resultados obtidos com a execucdo do

teste.

Tabela A5: Resultados obtidos na analise da independéncia de residuos pelo teste de

Durbin — Watson.

Pontos ei €i-1 €i - €i-1
1 -0,44
2 -0,38 -0,44 0,06
3 0,89 -0,38 1,27
4 0,12 0,89 -0,77
5 -0,62 0,12 -0,74
6 0,21 -0,62 0,83
7 1,27 0,21 1,06
8 -0,83 1,27 -2,10
9 -0,07 -0,83 0,76
10 0,93 -0,07 1,00
11 -1,20 0,93 -2,14
12 0,11 -1,20 1,31
13 1,33 0,11 1,22
14 -1,47 1,33 -2,80
15 0,15 -1,47 1,62
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O grafico a seguir apresenta a distribuicao dos residuos ao longo dos quatros
Quadrantes.

Grafico de Durbin - Watson
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Para a avaliacdo dos resultados da independéncia de residuos assume-se duas
hipbteses: Hipotese nula onde ndo ha autocorrelacdo (independéncia) entre os residuos e
hip6tese ndo nula onde ha correlecdo (independéncia) entre os residuos. Apds execucdo do
teste, o parametro de correlacdo calculado foi de d=2.8369079. Este valor inserido na
referida tabela de correlacdo (ver tabela A5) devolve resultado compativel com a

inexisténcia de correlacdo entre os residuos.

Tabela A6: Tabela de correlacdo para comparagdo do resultado obtido e os limites

determinados

Correlagéo Néo N30 ha Né&o Correlacio
positiva dv Conclusivo du correlacdo | 4-du conclusivo 4-d. Negativa
----- 1,08 | ----- 1,3596318 | ----- 2,6403681 | 2,8369079 2,92

Conclui-se, dessa forma, independéncia entre os resultados dos residuos.
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Item F: Teste de Brown — Forsythe Ou Levene modificado — Homoscedasticidade dos

residuos.

O teste de Brown —Forsythe é aplicado aos dados do teste de outliers
convenientemente divididos em dois conjuntos de valores: Grupos K =1 e K=2. Duas
Hipoteses sdo entdo verificadas. A hipdtese nula, que assegura que as variancias dos
desvios nao sao diferentes (confirmacdo de homoscedasticdade) e a hipdtese ndo nula, que
garante que as variancias dos desvios sdo diferentes (presenca de heteroscedasticidade). Os

resultados obtidos para o tratamento sdo apresentados a seguir:

Tabela A7: Avaliacdo estatistica da homoscedasticidade dos residuos.

Grupo k=1 Grupo k=2
e1j €2] | di | | d2 |
-0,437 0,9323 0,3088 0,8004
-0,377 -1,2041 0,2482 1,3360
0,889 0,1091 1,0179 0,0227
0,120 1,3280 0,2482 1,1962
-0,618 -1,4704 0,4896 1,6022
0,209 0,1546 0,3374 0,0227




Tabela A8: Resultados dos parametros estatisticos avaliados.

Groupo

Estatistica | Groupo k=1 k=2

Nk 6 6
ek
(mediana) -1,3E-01 1,3E-01
dx (média) 4,42E-01 | 8,30E-01
SQD« 4,38E-01 | 2,29E+00
% 2,73E-01

tL 1,29E+00

p 0,226798
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Como o valor de p encontrado (0,226798) é maior que o valor de significancia
tedrico definido para p (p <0,05), ndo ha evidencias para refutar a hipotese nula.

Consequentemente, ha homoscedasticidade.

Item G: Analise da regressao linear.

O modelo utilizado foi Y = a +bX. Na tabela A7, esta compilado os valores encontrados

para os coeficientes linear e angular.

Tabela A9: Coeficientes encontrados para a equacdo da reta Y =a + bX

Coeficiente Valor s (EP)
Linear (a) 0,5164 0,5349
Angular

(b) 20,06938 0,80644




Os resultados estatisticos da regressdo sdo apresentados na tabela A8:

Tabela A10: Valores estatisticos da regressao

Estatisticas da regressao

RZ

0,97944

n

15
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Para a verificacdo da linearidade da curva e significancia da regressdo, aplicou-se

um teste ANOVA. Para avaliacdo da significancia da regressdo, duas hipoteses foram

propostas: hipotese nula assumindo regressao nao estatisticamente significativa e hipdtese

ndo nula, assumindo que a regressdo era estatisticamente significativa. Da mesma forma,

duas hipdteses foram assumidas para a linearidade. A hipdtese nula, que assume que 0

modelo linear é 0 modelo mais simples e ndo apresenta desvios de linearidade e a hipdtese

nédo nula que assume que o modelo linear ndo descreve a regressao pois apresenta desvios

de linearidade. O dado relativo a tabela ANOVA calculada estdo compilados na tabela A9.

Tabela A11: Teste do desvio de linearidade e significancia da regressao.

FV GL SQ QM F p Feritico
Regressao 1 4,83E+02 4,83E+02 619,34 | 2,37E-12 4,667192732
Residuo 13 | 1,01E+01 7,80E-01
Desvio da
linearidad

e 3 8,29E-02 2,76E-02 0,027 9,93E-01 3,708264819
Entre

niveis 4 4,83E+02

Erropuro | 10 | 1,01E+01 1,01E+00

Total 14 | 4,93E+02
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Como o valor encontrado para p da regressao (2,37 E-12) é inferior e tal que p <

0,05, tem-se que a regressdo determinada é estatisticamente significativa.

Da mesma forma, o valor encontrado para o p do desvio de linearidade (0,993) é tal que p

> 0,05. Portanto, o desvio de linearidade ndo € estatisticamente significativo.

Item H: Gréfico final da linearidade.

Apds todo o devido tratamento estatistico, chega-se a conclusdo que o grafico final da

linearidade incluindo todas as devidas corre¢des estatisticas é dado por:

Gréfico Final da Linearidade
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