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RESUMO

A tireoide é uma glandula enddcrina controlada pela hipéfise (sistema hipotadlamo hipéfise) e
regulada pelo sistema nervoso (neuroenddcrino). Esta localizada na regido cervical, adiante
da traqueia e apresenta a funcdo de regular o metabolismo do corpo, influenciar o
funcionamento de diversos 6rgdos como coracao, cérebro, figado e os rins. A presenca de
disfuncbes na glandula tireoide pode desencadear hipotireoidismo ou hipertireoidismo, e
possiveis aparecimentos de nddulos, assim como de neoplasias. A medicina nuclear € uma
especialidade médica que usa radiofarmacos, medicamentos formados por um ligante e um
radionuclideo, sendo este responsavel pela emissao da radiacdo em exames diagndsticos ou
tratamentos terapéuticos e alguns procedimentos cirargicos. A cintilografia da tireoide é um
exame da medicina nuclear que utiliza radiofarmacos com iodo-131 ou iodo-123. A radiagao
gama emitida pelo iodo é captada por detectores do equipamento SPECT (tomografia
computadorizada por emissdo de féton Unico) que produz imagem da distribuicdo do
radionuclideo no 6rgao. As imagens permitem avaliar a funcéo do 6rgéo e, quando associadas
com imagens radioldgicas de alto detalhe anatdmico, como a tomografia computadorizada
(SPECT/CT), aumentam a capacidade diagnédstica. Os radiofarmacos apresentam tempo de
meia-vida fisica relativamente curto, indo de minutos até alguns dias e devem atender a
especificagbes de qualidade. Em muitos casos, eles séo liberados para administracdo no
paciente apos a sua producéo, antes da obtengédo dos resultados de todos os ensaios de
controle de qualidade. Para isso, um sistema de garantia da qualidade deve ser implementado
para o uso eficiente e seguro em humanos. O controle de qualidade € um conjunto de
operagbes com o objetivo de verificar e assegurar que os radiofarmacos séo produzidos de
acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Para o atendimento pleno as BPF, &
imprescindivel que os métodos analiticos de controle de qualidade dos radiofarmacos estejam
validados de acordo com a legislacéo especifica da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). O objetivo deste trabalho foi revisar o protocolo de validagdo do método de pureza
radioquimica do radiofarmaco I0D-IPEN-123 e executar a validacao completa do método, que
consiste em realizar ensaios de seletividade, linearidade, intervalo (ou faixa de trabalho),
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria) e robustez. Os resultados de todos os
ensaios atenderam aos requisitos e a pureza radioquimica do produto foi acima de 95%, como
especificado na farmacopeia europeia. A execug¢do do protocolo permitiu concluir que a
cromatografia em papel é uma técnica adequada para uso na rotina de controle de qualidade
para determinacdo da pureza radioquimica de I0OD-IPEN-123.

Palavras-chave: Tireoide, Radiofarmacos, Pureza radioquimica, Validagédo analitica.



ABSTRACT

The thyroid is an endocrine gland controlled by the hypophysis gland (hypothalamic
hypophysis system) and regulated by the nervous system (neuroendocrine). Itis located in the
cervical region, in front of the trachea and has the function of regulating the body's metabolism,
influencing the functioning of various organs such as the heart, brain, liver and kidneys. The
presence of dysfunctions in the thyroid gland can trigger hypothyroidism or hyperthyroidism,
and possible appearance of nodules, as well as neoplasms. Nuclear medicine is a medical
specialty that uses radiopharmaceuticals, medicines formed by a ligand and a radionuclide,
which is responsible for the emission of radiation in diagnostic exams or therapeutic treatments
and some surgical procedures. Thyroid scintigraphy is a nuclear medicine procedure that uses
radiopharmaceuticals with iodine-131 or iodine-123. The gamma radiation emitted by iodine is
captured by detectors of the SPECT equipment (single photon emission computed
tomography), which produces an image of the distribution of the radionuclide in the organ. The
images allow the evaluation of the organ function and, when associated with radiological
images of high anatomical detail, such as computed tomography (SPECT/CT), increase the
diagnostic capacity. Radiopharmaceuticals have a relatively short physical half-life, ranging
from minutes to a few days, and must meet quality specifications. In many cases, they are
released for administration to the patient after the production, before the results of all quality
control assays are obtained. For this, a quality assurance system must be implemented for
efficient and safe use in humans. Quality control is a set of operations aimed at verifying and
ensuring that radiopharmaceuticals are produced in accordance with Good Manufacturing
Practices (GMP). For full compliance with GMP, it is essential that the analytical methods of
quality control of radiopharmaceuticals are validated in accordance with the specific legislation
of the National Health Surveillance Agency (ANVISA). The objective of this work was to review
the validation protocol of the radiochemical purity method of the radiopharmaceutical 10D-
IPEN-123 and to carry out the complete validation of the method, which consists of performing
selectivity, linearity, interval (or working range), precision (repeatability and intermediate
precision) and robustness. The results of all tests met the requirements and the radiochemical
purity of the product was above 95%, as specified in the European Pharmacopoeia. The
execution of the protocol allowed us to conclude that paper chromatography is a suitable
technique for routine use in quality control to determine the radiochemical purity of IOD-IPEN-
123.

Keywords: Thyroid, Radiopharmaceuticals, Radiochemical purity, Analytical validation.
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1. INTRODUCAO

A tireoide é uma glandula enddcrina controlada pela hipéfise e regulada pelo sistema
nervoso (neuroenddcrino), esta localizada na regido cervical, adiante da traqueia, apresenta
a funcdo de regular o metabolismo do corpo, assim como influenciar no funcionamento de
diversos érgaos, como coracao, cérebro, figado e os rins (Soares et al., 2020).

No hipotalamo, o hormbnio estimulante de tireotrofina (TRH) é sintetizado e, ao ser
liberado na corrente sanguinea age na hipdfise, estimulando a producdo do horménio
tireoestimulante (TSH). O TSH atua diretamente na glandula tireoide promovendo a sintese
dos hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), que sdo os principais reguladores do
metabolismo, atua na manutencdo da temperatura corpérea, funcdes de peristaltismo,
batimentos cardiacos, humor, metabolismo de proteinas, lipidios e vitaminas, atuando
também na potencializacdo de outros horménios (Soares et al., 2020; Kubo et al., 2018;
Katsung, 2017).

O néo funcionamento correto da glandula tireoide pode desencadear alteracdo na
producdo de horménios tireoidianos T3, T4 e calcitonina, levando o individuo a um quadro de
hipotireoidismo ou hipertireoidismo. O hipertireoidismo é uma doenga multissistémica
provocada pelo excesso de horménios tireoidianos. Ja o hipotireoidismo é uma disfungéo da
glandula tireoide, na qual a produgédo dos hormdnios encontra-se abaixo dos niveis séricos
adequados (Soares et al., 2020; Kubo et al., 2018). Aproximadamente 5% dos individuos
portadores dos distUrbios da tireoide desenvolvem um nodulo palpavel durante alguma época
da sua vida (Soares et al., 2020).

O diagnéstico para a avaliagdo da funcionalidade da glandula tireoide deve ser
realizado através da dosagem de TSH, palpacéo fisica da glandula tireoide, como também a
realizacdo de exames como: ultrassonografia (US), cintilografia da tireoide (Roséario et al.,
2013).

A secrecdo do TSH é pulséatil e possui um ritmo circadiano com os maiores pulsos de
secrecdo ocorrendo entre 22 h e 4 h da madrugada, sendo seus niveis médios entre cerca de
1,3 e 1,4 mUI/L, com limites inferiores entre 0,3 e 0,5 mU/L e limites superiores entre 3,9 e 5,5
muUI/L (Bergmann et al., 2015; Carvalho et al., 2013).

A cintilografia de tireoide, um exame realizado pela Medicina Nuclear (MN), evidencia
a distribuicdo do radiomarcador iodo na glandula tireoide e tem indicacdes limitadas na
avaliagdo do hipertireoidismo. E caracteristicamente difusa na Doenca de Graves e
heterogénea no Bbcio Multinodular Toxico (BMNT). A principal indicacdo da cintilografia é na
suspeita de adenoma folicular hiperfuncionante (n6dulo quente) (Maia et al., 2013).

A MN é uma especialidade médica que usa substancias radioativas chamadas

radiofarmacos, para realizar exames diagnosticos e tratamentos terapéuticos e auxiliar alguns
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procedimentos cirdrgicos para fornecer informacfes, que outros exames diagndsticos nao
permitem (Novales et al., 2014; Pozzo et al., 2014; Araujo et al., 2008).

A MN diagndstica utiliza a radiacao ionizante emitida pelos radiofarmacos com a
finalidade de visualizar a anatomia de um 6rgdo ou sistema, avaliar o comportamento
fisioldgico nos tecidos, analisar o comportamento bioquimico através do seu metabolismo,
assim como determinar quantitativamente seus parametros farmacocinéticos (Novales et al.,
2014; Aradjo et al., 2008). Os radiofarmacos compreendem, também, os componentes nao-
radioativos para marcagao e os precursores radiofarmacéuticos, incluindo-se os componentes
extraidos dos geradores de radionuclideos (ANVISA, RDC 451, 2020; Novales et al., 2014).

Os radionuclideos sdo atomos com nucleo instavel emissores de radiagdo que pode
ser detectada em gama camara (Vermeulen et al., 2019; Garcez et al., 2017). O radionuclideo
de grande importancia na cintilografia de tireoide é o iodo-131 ou iodo-123. O elemento iodo,
radioativo ou ndo, € absorvido pelo organismo humano preferencialmente pela glandula
tireoide, onde se concentra (Cordeiro, 2013).

O iodo-131 € um radionuclideo emissor de particula beta () com meia-vida fisica de
8,1 dias, com energia maxima de 0,61 MeV, energia média de 0,192 MeV e um raio gama (y)
principal com energia de 0,364 MeV (Silberstein et al., 2012). Sempre que possivel, o iodo-
123 pode substituir o iodo-131 para fins diagndsticos. O i0odo-123 possui meia-vida fisica
comparativamente mais curta (13,2 horas) e, sua energia de féton principal (0,159 MeV) é
mais adequada para a gama camara. O iodo-123 desintegra-se por meio de captura
eletrbnica, e a dosimetria é favoravel em comparagdo com a do iodo-131 nos estudos da
captacao funcional da glandula tireoide (Ziessman et al., 2015).

As preparacdes radiofarmacéuticas apresentam, em sua maioria, um radionuclideo
de tempo de meia-vida fisica curta, podendo variar de minutos até alguns dias, como o
oxigénio-15 com 2,07 minutos, carbono-11 com 20,4 minutos e o iodo-131 com 8,1 dias. A
curta validade desses produtos requer que os radiofarmacos sejam liberados e administrados
aos pacientes pouco tempo apés sua producdo, e desta forma, os resultados de certos
ensaios de controle de qualidade podem, eventualmente, ser retrospectivos (ex. ensaio de
esterilidade, pureza radionuclidica). Por isso, um programa de Garantia da Qualidade bem
estabelecido €, portanto, essencial para assegurar a qualidade desses produtos radioativos
para serem administrados no organismo humano (Aradjo et al., 2008; Oliveira et al., 2006;
ANVISA, RDC 658, 2022; ANVISA, IN 128, 2022). Testes de controle de qualidade devem
ser, preferencialmente, de baixo custo e devem estar detalhadamente descritos em
Procedimentos Operacionais Padréo (POP) ou Instrucdes de Trabalho (IT) para que possam
ser seguidos e executados com repetibilidade adequada, a fim de evitar que os resultados

inadequados induzam a ocorréncia de artefatos nas imagens, assim como o aumento de dose
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de radiacdo aos pacientes e profissionais envolvidos na pratica clinica, com consequente
remarcacao de exames (Tavares et al., 2015).

Particularmente quando o produto necessita ser liberado antes da conclusdo dos
ensaios de controle de qualidade, as validacBes constituem atividades essenciais para
garantir o atendimento as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF). Validacdo é um processo
estabelecido por evidéncias experimentais que geram documentos para comprovar que uma
atividade especifica apresenta conformidade com as especificacbes pré-determinadas e
atende aos requisitos de qualidade. O objetivo da validacdo de método analitico consiste em
demonstrar que um determinado método analitico é adequado ao que se propde; ou seja,
garante que a metodologia analitica atende a uma série de parametros estabelecidos, como:
seletividade, linearidade, intervalo (faixa de trabalho), preciséo, limite de detecgéo, limite de
quantificacéo, exatiddo e robustez, e apresenta o desempenho esperado (Araujo et al., 2008;
ANVISA, RDC 166, 2017).
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2. OBJETIVOS

a. Geral

Revisar o protocolo e executar a validacdo do método de pureza radioquimica do
radiofarmaco IOD-IPEN-123.

b. Especifico

Adequar o protocolo de validacdo do método de pureza radioquimica a RDC 166, de 2017

Realizar os ensaios descritos no protocolo de validacdo do método de pureza radioquimica
do radiofarmaco I0D-IPEN-123, e realizar o tratamento estatistico conforme Guia 10, de 2017.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Tireoide

Tireoide é uma palavra de origem grega (thyreo) que significa escudo, foi descrita
detalhadamente pela primeira vez em 1470, por Leonardo da Vinci (Medeiros, 2005). E uma
glandula enddcrina localizada na regido anterior do pescoco, sobre a cartilagem tireoide
(Sales etal., 2017; Ziessman et al., 2015). Em um individuo adulto normal, a massa tireoidiana
pode variar de 15 a 25 gramas, sendo influenciada por fatores como sexo, peso, altura e
superficie corpérea (Vieira et al., 2011; Sales et al., 2017).

A glandula tireoide é composta por células foliculares (ou epiteliais), células
endoteliais, parafoliculares (ou células C), fibroblastos, linfocitos e adipdcitos. As células
foliculares estédo envolvidas na sintese dos hormdnios triiodotironina (T3) e tetraiodotironina
ou tiroxina (T4); as células endoteliais sdo as que revestem os capilares responsaveis pelo
suprimento sanguineo dos foliculos; ja as células parafoliculares, sdo responsaveis pela
producdo de calcitonina, horménio que atua no metabolismo do calcio (Vieira et al., 2011;
Sales et al., 2017).

Os horménios biossintetizados na tireoide sdo essenciais para a manutencdo da
qualidade de vida do ser humano, visto que sdo fundamentais para o crescimento e
desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos no organismo, assim como manter a temperatura
corporal e os niveis energéticos dentro de sua normalidade (Katsung, 2017; Nunes, 2003;
Hall, 2011). T4 é o principal horménio liberado pela tireoide, no entanto apresenta menor
afinidade pelos receptores dos hormonios tireoidianos (HT) (Sales et al., 2017) enquanto T3
apresenta atividade bioldgica (em torno de 5 vezes) e afinidade pelo receptor do horménio
tireoidiano (de 4 a 10 vezes) maior que a do T4 (Nunes, 2003; Sales et al., 2017).

A tireoide é controlada pelo sistema hipotalamo-hipofisario (Katsung, 2017; Nunes,
2003; Hall, 2011); desse modo o hipotalamo produz o horménio estimulante de tireotrofina
(TRH), horménio que apresenta a fungdo de estimular a hipdfise a produzir o hormdnio
tireoestimulante (TSH) e, ao ser liberado na corrente sanguinea e atingir os receptores
expressos nas células tireoidianas, estimula a expressao da proteina simportador de sédio-
iodeto (NIS), responsavel pela captacdo de iodeto disponivel na corrente sanguinea, e por
logo importar para o interior das células foliculares da tireoide (Hall, 2011; Sales et al., 2017).
O sistema hipotalamo-hipoéfise é controlado por feedback negativo, isto é, ao ter um excesso
dos hormonios tireoidianos (T3 e T4) na corrente sanguinea, promove um efeito inibidor sobre
as secrecdes de TRH pelo hipotdlamo e de TSH pela adeno-hipofise, reduzindo assim a
producéo de T3 e T4 (Figura 1) (Dayan e Panicker, 2009).
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Figura 1 - Sistema Hipotalamo-Hipdéfise e a regulacdo da secrecdo de hormdnios

tireoidianos (T4, T3 e Calcitonina) por feedback negativo.

Hipotdlamo

Glandula Tireoide

Feedback
Negativo

TSH

Glandula Pituitdria

TRH — Horménio Liberador de Tireotrofina
TSH— Hormdnio Tireoide Estimulante

T;—Hormonio Triiodotironina
T,— Horménio Tetraiodotironina ou Tiroxina
Cal — Calcitonina

Fonte: Elaborado por IHA, A. H., 2021. Baseada em: https://www.shutterstock.com/pt/image-

vector/human-thyroid-hormones-endocrine-system-hypothalamus-1467644828.

3.2. Disfuncdes da Glandula tireoide

A tireoide é uma glandula enddécrina bastante sensivel fisiologicamente (Cordeiro,
2013), e qualquer desajuste na producdo de hormdnio tireoidiano, pode desencadear
disfungbes e, as principais sdo quadros de hipotireoidismo ou hipertireoidismo. O
hipotireoidismo € uma condig&o na qual a producao hormonal encontra-se abaixo dos niveis
séricos adequados, a tireoidite autoimune também conhecida como tireoidite de Hashimoto,
€ uma doenca clinica em permanente evolucdo e, é a principal causa de hipotireoidismo
primario (Soares et al., 2020; Kubo et al., 2018). O hipertireoidismo é o estado de tireotoxicose,
dessa forma tem-se excesso de horménios tireoidianos, produzidos pela prépria glandula
tireoide. Sua principal etiologia é a doenca de Graves, seguida do bécio multinodular téxico
(BMNT) e do adenoma toxico (Sales et al., 2017; Ziessman et al., 2015), sendo consideradas

doencas benignas da tireoide (Silberstein et al., 2012).


https://www.shutterstock.com/pt/image-vector/human-thyroid-hormones-endocrine-system-hypothalamus-1467644828
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Aproximadamente 5% dos individuos portadores dos distlirbios da tireoide
desenvolvem um nddulo tireoidiano palpavel durante alguma época da vida (Soares et al.,
2020). O nbdulo tireoidiano € uma lesdo dentro do parénquima da tireoide que tem
caracteristicas radiologicamente distintas do parénquima ao redor. Os nédulos tireoidianos
sdo comuns e ocorrem mais frequentemente em mulheres do que em homens e a incidéncia
de nédulos, seja benigno ou maligno, aumenta com a idade (Sales et al., 2017; Ziessman et
al., 2015). De certa forma, a maioria dos nédulos tiroidianos é causada por doencas benignas,
como nddulos coloides, cistos e tiroidites (em 80% dos casos) (Hoff et al., 2013).

As neoplasias da tireoide sdo classificadas de acordo com os critérios clinicos e
histologicos e compreendem os tumores malignos mais comuns entre os tumores endocrinos
e de cabeca e pescoco (Silberstein et al., 2012). As neoplasias malignas da tireoide sdo
denominadas de carcinomas e podem ser classificadas da seguinte forma: carcinomas
diferenciados, que inclui os subtipos papilar e folicular, carcinomas pobremente diferenciados,
incluindo o subtipo medular e carcinomas indiferenciados, com o subtipo anaplasico
(Silberstein et al., 2012; Hoff et al., 2013). Outros canceres menos comuns na tireoide, sdo de
origem ndo epitelial, como sarcomas e linfomas da tireoide, leses metastaticas, teratomas e
0s hemangioendoteliomas (Figura 2) (Meng et al., 2012; Silberstein et al., 2012; Hoff et al.,
2013).

Figura 2: Classificag&o clinica dos nddulos tireoidianos

Nédulos
Tireoidianos

Benignos

Doenga de Graves

Bécio Multinedular Téxico T

Diferenciados . Pouc_o Indiferenciados
-~ Diferenciados

Adenoma Téxico

Cistos

-

Nédulos Hiperpldsicos Papilar Folicular Anapldsico

Medular

Tirecidites

Fonte: Desenvolvido pela autora e por IHA, A. H, 2021, baseado em Hoff et al., 2013.

O Carcinoma Diferenciado da Tireoide (CDT) é a neoplasia maligna endécrina de
maior prevaléncia no mundo, sdo denominados diferenciados por possuirem semelhanca em

sua estrutura e funcdo com o tecido tireoidiano original (Golbert et al., 2005; Sales et al., 2017;
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Hoff et al., 2013). De acordo com o Consenso Brasileiro de Nédulos e Cancer Diferenciado
de Tireoide, no ano de 2013, os canceres diferenciados de tireoide apresenta alta incidéncia,
sendo o quarto tipo mais comum de cancer entre as mulheres brasileiras (Sales et al., 2017,
Hoff et al., 2013). O CDT compreende a maioria dos canceres de tireoide, sendo o papilifero,
0 subtipo mais comum, com 85% de prevaléncia, seguido do tipo folicular com 10% e, por fim
0s tumores oncoéticos com prevaléncia de 5% (Sales et al., 2017).

O carcinoma medular da tireoide (CMT) é um tumor neuroenddcrino originario de
células parafoliculares presentes na tireoide, denominadas células C, € um tipo raro de tumor
do tecido tireoidiano, correspondendo a apenas 5% dos tumores da glandula, podendo ser
esporadicos ou associados a sindromes genéticas (Sales et al., 2017; Martins et al., 2017;
Hoff et al., 2013). S&o pobremente diferenciados e surge normalmente entre a 52 e 62 década
de vida, com predominancia do sexo feminino, geralmente apresenta como nodulo Unico, duro
e acinzentado, nos tercos médios ou superiores da tireoide. Pode infiltrar o parénquima, nas
estruturas cervicais como traqueia, esdfago, podendo desencadear a morte precoce por
metastases (Martins et al., 2017).

O carcinoma indiferenciado da tireoide (CIT) ou carcinoma anaplasico da tireoide é
um tumor que surge da célula epitelial folicular tireoidiana, é a forma mais rara, agressiva e
resistente das neoplasias da tireoide, representa 2% das neoplasias malignas da tireoide. Sua
prevaléncia é maior em mulheres e em idosos e, normalmente desencadeia em areas com
deficiéncia de iodo (Carvalho et al., 2005; Sales et al., 2017; Hoff et al., 2013). O CIT apresenta
evidéncia minima de diferenciacdo, rapido crescimento, invasdo local precoce e progndstico
extremamente desfavoravel. A sobrevida situa-se em torno de 2 a 12 meses, com 90% dos

pacientes vindo a falecer no periodo de 6 meses (Hoff et al., 2013).

3.3. Diagnostico das disfungdes datireoide

A avaliacdo desses nodulos é de fundamental importancia para a obtencdo de um
diagnostico adequado e, consequentemente, um tratamento eficaz. O diagnéstico para a
avaliacao da funcionalidade da glandula tireoide deve ser realizado através da histéria clinica
do paciente (sinais e sintomas), exame fisico com a palpacdo do noédulo e exames
laboratoriais (dosagem de TSH sérico), sendo a dosagem do TSH a avaliacéo inicial dos
nédulos tireoidianos, de acordo com a Associacao Americana de Tireoide (ATA), sendo seus
niveis médios entre cerca de 1,3 e 1,4 mUI/L, com limites inferiores entre 0,3 e 0,5 mU/L e
limites superiores entre 3,9 e 5,5 mUI/L (Bergmann et al., 2015; Carvalho et al., 2013; Haugen
et al., 2016 e Rosério et al., 2013).

Um dos métodos de diagndstico bastante realizado em consultérios de

endocrinologistas € a biépsia por agulha fina (PAAF), sendo um método sensivel, importante
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e bastante efetivo no diagnostico diferencial dos nédulos da tireoide, podendo ainda
diferenciar entre les6es malignas e benignas, sendo realizada independente da dimensao do
nddulo. Entretanto, nos ndédulos ndo palpaveis, é necessario que PAAF seja guiada pela
ultrassonografia (Ziessman et al., 2015).

A ultrassonografia (US) e cintilografia da tireoide sdo os principais métodos de
diagnéstico por imagem para nodulos tireoidianos. US é um excelente método para realizar a
deteccdo de nodulos tireoidianos (Rosario et al., 2013; Haugen et al., 2016), por ser uma
técnica simples, barata, amplamente disponivel e eficaz para a imagem da tireoide. A US
permite avaliar a presenca de cistos, o tamanho do nddulo, sua composi¢ao e caracteristicas,
como por exemplo se 0 nédulo é cistico ou solido (Rosério et al., 2013; Haugen et al., 2016;
Hoff et al., 2013).

Outro exame de imagem comumente utilizado para diagndstico por imagem é a
cintilografia da tireoide, a qual proporciona uma informacgéo funcional de um nédulo (Haugen
et al.,, 2016; Ziessman et al.,, 2015). A cintilografia permite a classificagdo em em
hiperfuncionantes (nédulo quente), quando ocorre aumento na producdo de hormdnio
tireoidiano, normalmente com supressao da glandula extranodular. O nédulo hipofuncionantes
(n6dulo frio), é quando ocorre a redugdo abrupta da produgdo de horménio tireoidiano em
comparagao ao tecido normal adjacente. O nédulo “morno” é quando ocorre um aumento da
captacdo em comparacgédo ao tecido adjacente, mas sem supresséao do tecido extranodular. E,
por fim, os indeterminados sdo nédulos palpaveis ou observados nas imagens anatbmicas,
mas nao sao visualizados a cintilografia (Ziessman et al., 2015). A cintilografia da tireoide é

um exame realizado pela MN (Rosério et al., 2013).

3.4. Medicina Nuclear

Medicina Nuclear € uma especialidade médica que utiliza métodos seguros e
praticamente indolores. S&o administradas substancias radioativas chamadas de
radiofarmacos com a finalidade de realizar exames diagnésticos, tratamentos terapéuticos e
auxiliar alguns procedimentos cirtrgicos (Pozzo et al., 2014; Aradjo et al., 2008; Garcez et al.,
2017; ANVISA, RDC 38, 2008).

A MN teve sua origem em 1924 quando o médico hingaro Hevesy utilizou isétopos
radioativos do chumbo como tracadores em estudos Osseos. Os primeiros estudos
metabdlicos utilizando o radioisétopo do iodo foram realizados por volta de 1934 e foi realizado
por Hertz, Roberts e Evans, na qual utilizaram microCuries do iodo-128 para estudo da
glandula tireoide em ratos (Catanoso, 2011). Porém, foi a partir da inven¢éo do acelerador de
particulas circular — o ciclotron por Ernest Lawrence, em 1932, que tornou possivel a produgéo

de is6topos radioativos de diversos elementos (Luiz et al., 2011). Esse fato proporcionou obter
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uma maior quantidade de espécies passiveis de serem usadas como radiotracadores na
investigacao de possiveis anormalidades (Leitha, 2009).

A partir de 1960, devido ao desenvolvimento nas areas de instrumentacdo e de
radiofarmacos, a MN passou a ser utilizada no diagnostico de importantes doencas, como
cancer, disfuncées neuroldgicas e cardiacas (Faria et al., 2011). E uma area que necessita
de uma equipe multi e interdisciplinar composta por médicos, tecnologos, biomédicos, fisicos-
médicos, radiofarmacéuticos e equipe de enfermagem treinada para o trabalho com fontes

radioativas (Pozzo et al., 2014).

3.4.1. Breve Historico da utilizacdo da radiacdo na saude

Em 1895, o fisico alemao Roentgen descobriu o raio X ao utilizar descargas elétricas
em seus experimentos, iSso representou o primeiro passo para a descoberta da
radioatividade, que ocorreu nos anos seguintes (Bushong, 2010). Em 1896, o fisico francés
Henri Becquerel, a partir das descobertas de Roentgen, buscou verificar a emisséo de raios
X por meio de pesquisas com elementos fluorescentes. Ao utilizar os sais de uranio, percebeu
gue esse elemento apresentava caracteristicas semelhantes as dos raios X, com emissao de
radiagdo ionizante de maneira espontanea, que atravessava materiais opacos e aparecia nos
filmes fotograficos (Neubauer, 2013; Xavier et al., 2007).

A polonesa Marya Sklodowska casou-se com Pierre Curie, passando a se chamar de
Marie Curie. O casal Curie comegou uma busca incessante para descobrir a origem das
radiagOes observadas por Becquerel no minério de urénio. Busca essa que em 1898 culminou
na descoberta de dois elementos radioativos: Pol6nio (Po) e o Radio (Ra). Marie, por observar
“certa agitagcéo e vida propria” do radio, definiu essa atividade como radioatividade (Mould,
2007; Xavier et al., 2007).

Em 1900, pouco tempo apOs as descobertas de Becquerel, o fisico neozelandés
Ernest Rutherford e o fisico francés Pierre Curie identificaram, de forma independente e quase
simultaneamente, dois tipos distintos de emissfes radioativas, as particulas ‘alfa’ (a) e beta
(B). No mesmo ano, o fisico francés Paul U. Villard identificou a radiagdo gama (y), outra
espécie de radiacdo eletromagnética também emitida pelos elementos radioativos (Xavier et
al., 2007).

Em 1903, o fisico Rutherford propds a existéncia do nucleo atbmico. Em sequéncia,
foi verificado que a radioatividade, € um fendmeno natural que ocorre em nucleos instaveis
de alguns elementos quimicos e, ocorre através da liberacéo ou transferéncia do excesso de
energia, com a emissao de particulas a, B e radiacdo y para buscar a estabilidade nuclear
(Xavier et al., 2007; Oliveira et al., 2006; Ziessman et al., 2015). Nos anos 20, Rutherford, na

Inglaterra, W. D. Harkins, nos EUA, e Orme Masson, na Austrdlia, propuseram, de forma
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independente, a possivel existéncia de uma outra particula, sem carga, que chamaram de
“néutron”, que resultaria da combinagao de um elétron (negativo) e um préton (positivo). Em
1932, James Chadwick, na Inglaterra, comprovou a existéncia do néutron, apds irradiacdo de
uma folha de berilio com particulas a, oriundas do decaimento do polénio (Xavier et al., 2007).

Em 1928, Paul Dirac previu de forma tedrica a existéncia do préton, “o elétron
positivo”, porém sendo comprovada somente em 1932 por C. D. Anderson, através de estudos
das interagoes dos raios cosmicos em uma camara de nuvens (“cloud chamber”), ele sugeriu
o0 nome “positron” para esta nova entidade. O pésitron, similar as particulas a e B, € encontrado
nas desintegracdes de radionuclideos artificiais (Xavier et al., 2007).

Em 1934, a filha do casal Curie, Irene Curie e o seu marido, Frédéric Joliot,
descobriram a radioatividade artificial, através do bombardeamento de uma folha de aluminio
com particulas alfa (a), observaram a criagdo de um novo radioisétopo, o fésforo-30. Com
este experimento, demonstraram ser possivel fabricar radiois6topos que ndo existem na
natureza, através do bombardeamento de um nucleo estavel (Xavier et al., 2007).

Em 1941, na Washington University em St. Louis foi instalado o primeiro ciclotron
para finalidades médicas, onde foram produzidos radioisétopos do fésforo, ferro, arsénio e
enxofre. Apés a Il Guerra Mundial, foi realizado o desenvolvimento do processo de fissdo
nuclear e, esse fato possibilitou o uso em larga escala de radiofarmacos na medicina (Leitha,
2009).

3.4.2. Nogdes de Radioatividade

Um nuclideo é caracterizado pelo seu nimero atdmico (Z) e o seu nimero de massa
(A), cuja estabilidade € determinada pela relacdo entre o numero de protons e o nimero de
néutrons (Oliveira et al., 2006; Garcez et al., 2017). Os radionuclideos sdo atomos que
apresentam o nucleo instavel, caracterizado por um “excesso de energia”. A busca pela
estabilidade nuclear é feita através da emissdo de radiacdo, processo chamado de
decaimento radioativo e, ocorre através da emissdo de particulas e/ou de energia,
promovendo a transformacéo espontanea em outro elemento de maior estabilidade (Oliveira
et al., 2006; Novales et al., 2014; Vermeulen et al., 2019; Garcez et al., 2017).

O decaimento radioativo no nucleo pode ocorrer com a emisséo de diversos tipos de
particulas como: alfa, beta e néutrons (conhecida como particula ndo carregada), assim como
através de radiacao eletromagnética. A particula alfa € uma particula pesada e é formada por
dois prétons e dois néutrons (caracterizado pela molécula de Hélio - He) e, possui alto poder
de provocar ionizagfes ao interagir com o meio (Novales et al., 2014; Vermeulen et al., 2019;

Garcez et al., 2017).
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A particula beta é considerada uma particula leve e possui pequeno poder de
provocar ionizacdo ao interagir com o0 meio. A particula beta pode ser negativa - négatrons
(B-) ou positiva - poésitrons (3+). Os négatrons (B-) possuem a mesma carga € massa de um
elétron, porém apresenta denominacao diferente do elétron para designar que sua origem é
diferente, o elétron origina-se da eletrosfera do &tomo, enquanto o négatron, do nucleo
atbmico. Os positrons (B+) apresentam a mesma caracteristica da particula beta negativa,
porém apresenta sinal contrario (Novales et al., 2014; Vermeulen et al., 2019; Garcez et al.,
2017).

A radiacdo ionizante com particulas ndo carregadas, tem como principal
representante o néutron. Os néutrons possuem massa, mas nao possuem carga elétrica,
dessa forma séo considerados particulas pesadas. Os néutrons sdo particulas indiretamente
ionizantes, eles ndo produzem ionizacdo, mas ao interagir com o nicleo de isétopos estaveis,
provoca a fissdo e a ionizacao (Garcez et al., 2017).

As radiacBes eletromagnéticas ndo possuem massa e nem carga elétrica, porém
transportam energia. Essa radiagdo apresenta grande poder de penetragéo e baixo poder de
ionizacdo. As principais radia¢des eletromagnéticas séo: radiagdo gama (y) e raios X (Garcez
et al., 2017; Tauhata et al., 2014). A radiagdo gama é basicamente uma onda eletromagnética
emitida pelo nucleo instavel de radiois6topos, enquanto o raio X também sdo ondas
eletromagnéticas, porém resultante de processos relacionados a eletrosfera dos atomos
(Garcez et al., 2017).

O decaimento radioativo espontaneo pode ser expresso em termos de meia-vida
fisica. O tempo de meia-vida fisica (t12) é definido como o intervalo de tempo necessario para
reduzir a atividade inicial de um radionuclideo a metade, processo que ocorre independente
das condicdes fisico-quimicas e é caracteristico de cada radionuclideo (Oliveira et al., 2006;
Xavier et al., 2007; Novales et al., 2014). E medido por atividade e é representada pelo nimero
de desintegracdes por segundo (dps) e sua unidade de medida, pode ser por Curie (Ci) ou
Bequerel (Bg), sendo esta Ultima a padréo no sistema Sistema Internacional de medidas
(Oliveira et al., 2006; Ziessman et al., 2015).

3.4.3. Radiofarmacos

Radiofarmacos sdo produtos farmacéuticos formados por um radiois6topo € um
farmaco. O is6topo radioativo tem a caracteristica de apresentar um nuicleo instavel emissor
de radiacdo, ja o farmaco pode ser uma substancia, uma célula ou qualquer elemento que
apresente afinidade quimica por determinados 6rgéos, tecidos ou processo fisioldgico do
corpo. E, sdo utilizados para transportar o elemento radioativo para o 6rgdo de interesse
(Novales et al., 2014, Aradjo et al., 2008; Oliveira et al., 2006; Luiz, 2011).
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O radiofarmaco apresenta a caracteristica de se ligar ao sitio alvo e essa ligacao
pode ocorrer por diversos mecanismos como: perfusdo sanguinea do composto pelos érgaos
de interesse, ligacdo a receptores celulares especificos, assim como a participacdo em uma
via metabdlica ou processo bioquimico. Essas caracteristicas dos radiofarmacos permitem
obter a imagem da estrutura anatdmica, mesmo que de baixa resolucao e, principalmente, a
correlacdo funcional do o6rgdo, possibilitando que a técnica diagndstica da MN seja
diferenciada das outras técnicas como a Ressonancia Magnética ou Tomografia convencional
(Araujo et al., 2008).

Os radiofarmacos podem ser classificados em quatro categorias:

(1) Produtos radioativos prontos para uso;

(2) Geradores de radionuclideos;

(3) Componentes nao radioativos ou (reagentes liofilizados) utilizados para
preparagcdo de compostos marcados com elementos radioativos (geralmente o eluato de um
gerador de radionuclideo);

(4) Precursores utilizados para marcacdo de outras substancias antes da
administracdo (ex. amostras provenientes dos pacientes, como células sanguineas) (Araujo
et al., 2008; ANVISA, RDC 263, 2019).

3.4.4. Radiofarmacos lodados

No final dos anos 1940, foi utilizado pela primeira vez o iodeto de sédio (iodo-131)
com a finalidade de estudar fisiologicamente a glandula tireoide e, desde entdo, o iodo
radioativo ainda € comumente utilizado para realizar procedimentos tanto de diagndstico
guanto terapéutico de doencas benignas e malignas da tireoide (Silberstein et al., 2012;
Ziessman et al., 2015). Com isso, 0 iodo-131 foi o primeiro radiofarmaco de importancia na
MN clinica (Ziessman et al., 2015).

O elemento iodo, radioativo ou ndo, entra na célula folicular da tireoide como iodeto,
sendo transportado junto com o sddio por uma proteina transportadora de membrana - através
do receptor NIS (Sales at al., 2017; Bartel et al., 2020). Em seguida é incorporado ao horménio
tireoidiano, constituindo um radiotracador fisiologico ideal, fornecendo informacao
clinicamente pertinente relativa a funcéo tireoidiana (Ziessman et al., 2015; Cordeiro, 2013).
Devido a rapida absorcao gastrointestinal, captacao e organificacdo do iodo, o radioiodo é
detectavel na glandula tireoide dentro de minutos, normalmente atingindo o limen folicular
tireoidiano em cerca de 20 a 30 minutos apds a ingestéo oral (Sales at al., 2017; Ziessman et
al., 2015).

Os radiofarmacos a base de iodo séo livres de carregadores, pois 0 método de

producdo néo utiliza o mesmo elemento ndo radioativo. O iodo encontra-se na natureza sob



26

a forma de iodeto (anion integrante de substancias organicas e inorgéanicas), sendo o iodo-
127, o Unico is6topo natural. O iodo-127 pode gerar diversos isGtopos radioativos que
apresentam tempo de meia-vida fisica de fracdes de segundos a mais de 10 milhdes de anos,
como o iodo-129 (Catanoso, 2011).

Alguns is6topos ndo séo clinicamente utilizados devido as propriedades fisicas
desfavoraveis. Os dois radiofdrmacos mais utilizados clinicamente para obter informacfes da
glandula tireoide sdo iodo-131 e o iodo-123, que possuem caracteristicas de emisséo
radioativa diferentes, mas ambos sédo de administragéo via oral, podendo ser liquido ou em
capsula. Enquanto o iodo-123 apresenta em sua totalidade a radiagcdo gama, o iodo-131 além
da radiacdo gama apresenta particula beta (Sales at al., 2017; Ziessman et al., 2015).

a. Radiofarmaco IOD-IPEN-131

O iodo-131 foi o primeiro radiofarmaco produzido no IPEN, marcando o inicio da MN
no Pais, sendo até hoje bastante utilizado tanto para diagnostico quanto para terapia (Sumiya,
2006).

O IOD-IPEN-131 é um radiofarmaco a base de iodeto de s6dio-131 (Na'®l) e pode
ser utilizado tanto no diagndstico quanto no tratamento de doencas da tireoide (Catanoso,
2011). Atualmente, o radiofdrmaco pronto para uso mais produzido de iodo-131 é o
metaiodobenzilguanidina que é utilizado para exames de disfuncdo do miocardio (Sumiya,

2006).

O iodo-131 é um radionuclideo que pode ser obtido tanto pelo processo de fissédo do
uranio (#°U), em reator nuclear, como pela irradiacdo do atomo de telturio (**°Te) com
néutrons, através da reacdo (Catanoso, 2011):

130Te (n,y) > 131mTa S 131Tg S 131

Também podemos obter o iodo-131 em ciclotrons, através da reacéo *°Te (d,n) 3!
(Catanoso, 2011).

O iodo-131 apresenta meia-vida fisica de 8,1 dias, e decaimento por emisséo de
radiacdo gama (y) e beta (B-). O féton gama (y) primario principal possui energia de 0,364
megaelétron-volts (MeV) (Silberstein et al., 2012; Ziessman et al., 2015), que ndo sao
adequadas para o sistema de deteccdo das gamas camaras (Ziessman et al., 2015).
Apresenta decaimento por emissdo de particula (B-) ou négatrons principal, com energia
méxima de 0,61 MeV e uma energia média de 0,192 MeV, essas energias ndo podem ser
visualizadas nas gamas camaras, mas sao valiosas para a realizacdo do tratamento da
tireoide (Silberstein et al., 2012; Ziessman et al., 2015; Sales et al., 2017).
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O IOD-IPEN-131 apresenta administracao oral e é bastante utilizado na terapia para
o tratamento de cancer diferenciado da tireoide, papilifero e folicular, hipertireoidismo ou bécio
nodular ndo téxico. O IOD-IPEN-131 também ¢é utilizado em exames diagnésticos para
detectar tecido tireoidiano funcional (Silberstein et al., 2012; Ziessman et al., 2015; Sales et
al., 2017; Bula IOD-IPEN-131).

b. Radiofarmaco |IOD-IPEN-123

O iodo-123 teve a sua produgdo iniciada nos anos 90 em virtude da necessidade de
atender a area da MN brasileira e, a sua producao foi um marco importante para o IPEN do
ponto de vista tecnologico e cientifico (Sumiya, 2006).

O IOD-IPEN-123 é um radiofarmaco a base de iodeto de sédio-123 (iodo-123)
bastante utilizado no diagnéstico e estudo da glandula tireoide através da técnica SPECT
(Catanoso, 2011).

O iodo-123 € um radionuclideo produzido em ciclotron e, na literatura sao descritos
diversos métodos para a obtencdo desse radionuclideo. O método direto utiliza reactes
nucleares com prétons (p), déuterons (d), hélio-3 (*He) e alfa (a), induzindo a formacéo do
radionuclideo iodo-123. Nessas reac¢fes diretas podemos utilizar substancias como: Telurio
enriquecido (Te), Antimonio (Sb) e Xendnio (Xe) (Sumiya, 2006; Catanoso, 2011). As reagdes
estdo descritas a seguir:

e 123Tg (p,n) > 123

e 122Tg (d, n) > 123

o 121123Gh (3He, xn) > 123
e 148b (a, 2n) > 1|

e 1238Dp (q, 4n) > 1Z)

o %Te(p, 2n) > 15

o 12%Xe (p, 2p) > &

Pelo método indireto, a produgéo se da pelas rea¢bes nucleares que resultam em
um radionuclideo precursor e, o decaimento radioativo leva a producdo do iodo-123. S&o
utilizados ciclotrons de média e alta energia, permitindo a obtencao de iodo-123 livre de outros
radiois6topos de iodo, através do decaimento do ?3Xe (t12=2,08 horas), de acordo com a

reacdo (Catanoso, 2011; Sumiya, 2006):

e 122Te (°He, 2n) 12Xe - 23] — com particulas *He de energia de 20 a 30 MeV;

e 12Te (a, 3n) 12Xe - 2| - com particulas a de energia de 42 a 46 MeV,
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e 13Te (°He, 3n) 12Xe - 23| - com particulas *He de energia de 25 MeV;
e 127 (p, 5n) 12Xe - 23 — com prétons de energia de 60 a 70 MeV,

o 12Xe (p, 2n) 12°Cs > 128Xe > 123 - com prétons de energia maior que 24 MeV.

O iodo-123 possui meia-vida fisica de 13,2 horas e decaimento ocorre através de
captura eletrénica (CE) com dois fétons principais de raios gama de 0,28 MeV e 0,159 MeV
(Ziessman et al., 2015; Chen et al., 2012). A emissédo de energia de 0,159 MeV dos raios
gamas é adequada para usos em gama camaras. Outro ponto importante é que o raio gama
penetra no tecido de forma eficaz, dessa forma nédo ha a necessidade de expor o paciente a
uma dose excessiva de radiacdo (Ziessman et al., 2015; Bula IOD-IPEN-123).

O iodo-123 vem aumentando a demanda na pratica clinica como radiois6topo para
diagnéstico e, com isso esta se tornando o agente de escolha para a maioria das imagens
tireoidianas, principalmente em criangas, devido a sua meia-vida fisica mais curta que o iodo-
131, permitindo diagnostico precoce e mais preciso, por oferecer melhor nitidez na imagem
com uma menor dose de radiacdo (Luiz et al.,, 2011). O IOD-IPEN-123 apresenta
administracdo oral, utilizado na cintilografia da tireoide e nos estudos da captagéo funcional
da glandula tireoide (Ziessman et al., 2015; Bula IOD-IPEN-123).

E valido lembrar que a reacdo nuclear **Xe (p, pn) **Xe pode ocorrer durante a
irradiagcéo, mas seus efeitos sdo despreziveis devido a uma maior quantidade de choque na
reacdo com (p, 2n). A producéo de iodo-123 por meio da reacédo (p, 2n) sobre alvos de **Te
enriquecido, é contaminado com a presenca de *?*l. Com isso, a producéo de iodo-123 através
da irradiacdo do teldrio foi gradualmente substituida pela reacdo do xendnio, e dessa forma
trazendo imagens mais claras e uma menor dose de radiagéo para o paciente (Oliveira, 2009).

A obtencéo de iodo-123 através de métodos indiretos apresenta altissima pureza
radioquimica (99,9%) quando comparados aos métodos diretos de producdo. No IPEN, o
iodo-123 é atualmente produzido em ciclotron (Cyclone-30) através do método indireto, com
prétons acelerados sobre o alvo de '?*Xe enriquecido. Essa forma de obtengdo traz a
vantagem de produzir o iodo-123 com pureza radioquimica elevada, através da reacao
nuclear: ?*Xe (p, 2n) 12Cs > 122Xe > 23 (Oliveira, 2009), e permite producédo comercial em

virtude de sua eficiéncia (Sumiya, 2006).

C. Outros Radiofarmacos lodados

O lodo-124 inicialmente era considerado uma impureza radionuclidica da solugao do
iodo-123 obtida a partir do teldrio, o que resultava em um aumento de dose de radiagdo para
o0 paciente e uma degradacao da qualidade da imagem devido as caracteristicas fisicas como

emissdo de positrons e elevada energia gama (Catanoso, 2011).
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Atualmente o iodo-124 apresenta grande interesse para a classe médica, é
preferencialmente produzido em ciclotrons de baixa energia, a partir do Te-124, o que
proporciona elevados graus de pureza; possui um decaimento radioativo com emissao de
pésitrons (+) com um tempo de meia-vida fisica de 4,2 dias e raios y de varias energias,
possibilitando a utilizacdo em PET (Saha, 2010, Ziessman et al., 2015).

A utilizacdo do iodo-124 proporciona a administracdo de doses mais seguras e
efetivas para confirmar e reavaliar o estadiamento tumoral e visualizar a presenca de
metastases no PET-CT, porém apresenta como desvantagem o custo elevado (Saha, 2010,
Ziessman et al., 2015).

O iodo-125 é obtido através do Xe-124 e d& origem ao Xe-125 que decai com
emissao de particula B dando origem ao isétopo iodo-125; apresenta tempo de meia-vida
fisica de 59,4 dias e decaimento por captura eletrbnica, com emissao de fétons y de energia
de 0,0355 MeV (Saha, 2010, Ziessman et al., 2015).

O longo tempo de meia-vida fisica permite que seja utilizado na producdo de
compostos radiomarcados para procedimento in vivo, testes bioquimicos e alguns ensaios
radioimunoldgicos. E utilizado na terapia do cancer de préstata como fonte selada em

braquiterapia (radioterapia interna) sob forma de implante (Saha, 2010, Ziessman et al., 2015).

3.4.5. Medicina Nuclear Terapéutica

A MN Terapéutica baseia na capacidade do radioisétopo utilizado de entregar alta
dose radioativa ao tecido doente, com isso a energia emitida interage com as células
cancerosas, que pode ser um 6rgdo ou alguma regido especifica de interesse, com a
finalidade de tratar a patologia (Garcez et al., 2017; Sales et al., 2017).

Os radiofarmacos utilizados na terapia normalmente apresentam a emissao de
particulas a ou B, com energia para promover a destruicdo de células tumorais de forma
seletiva (Aravjo et al., 2008; Ferreira et al., 2011; Novales et al., 2014). Por isso, se faz
necessario para o tratamento, que a penetracao da radiacao deve ser relativamente curta para
evitar efeitos secundarios, como a irradiacdo de tecidos sadios situados ao redor do tecido
doente (Aradjo et al., 2008; Oliveira et al., 2006).

Um exemplo séo radiofarmacos produzidos com o radiois6topo iodo-131, utilizado no
tratamento de patologias da tireoide, como o hipertireoidismo, assim como em doses ablativas
e terapéuticas para o carcinoma diferenciado de tireoide; e o samario-153 utilizado para o
tratamento de dores O0sseas (Garcez et al., 2017; Sales et al., 2017).

Outros radiofarmacos vém ganhando importancia na MN, o lutécio-177 e o actinio-
225. O lutécio-177 apresenta emissdo de particula beta () com energia de 0,4983 MeV

associado a emissdo de radiacdo y, e quando complexados a reagentes especificos
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DOTATATO (DOTA-Tyr3- octreotato) e PSMA (prostate specific membrane antigen) séo
ideais para o tratamento de tumores neuroendoécrinos e de préstata, respectivamente (Aglero
et al., 2021). O actinio-225 apresenta emissdo de particula a e apresenta alcance reduzido
dentro do tecido, 0 que causa danos as organelas e ao DNA. Varios estudos tém sido
conduzidos principalmente nos EUA e na Europa para tratamento de cancer prostatico quando
ligado ao PSMA (Novruzova et al., 2019).

3.4.6. Medicina Nuclear Diagndstica

A MN diagnostica utiliza a radiacdo ionizante emitida pelos radiofarmacos com a
finalidade de visualizar a anatomia de um 6érgdo ou sistema, avaliar o comportamento
fisiolégico nos tecidos, analisar o comportamento bioquimico através do seu metabolismo,
assim como determinar quantitativamente seus parametros farmacocinéticos (Novales et al.,
2014; Araujo et al., 2008).

Os radiofarmacos utilizados possuem radionuclideos emissores de radiagdo gama
(y) ou (positrons - B*); e, a sequéncia inicia-se com a administracédo do radiofarmaco especifico
ao paciente (via oral, intravenosa, subcutanea ou inalatéria), logo o radiofarmaco sera
metabolizado e as substancias radioativas serdo acumuladas em tecidos especificos, que
varia de acordo com o estudo de interesse. Decorrido o tempo de espera, 0 paciente é
encaminhado a sala de exames onde as areas de interesse do corpo serao “escaneadas” por
um detector de radiagéo, o sistema mais utilizado € a gama camara. Assim, as informacgfes
obtidas pelo detector séo processadas por um sistema de amplificacdo de sinal e tratamento
para obtencéo de imagens (Garcez et al., 2017; Sales et al., 2017).

As imagens na MN podem ser obtidas por duas técnicas: SPECT (Single Photon
Emission Computed Tomography) e o PET (Positron Emission Tomography), permitindo

avaliar além da fungéo, a morfologia do 6rgéo (Oliveira et al., 2006).

a. SPECT

A técnica SPECT é uma forma de Tomografia Computadorizada baseada na
interacdo da radiagdo gama presente nos radionuclideos dos radiofarmacos com os cristais
de iodeto de sdOdio, que associados a sistemas de aquisicdo e amplificacdo de sinais e
softwares, permite a obtencdo de imagem em diversos planos anatémicos com consequente
visualizacdo da distribuicdo do radiofarmaco nos tecidos e no corpo do paciente (Barros et al.,
2015, Oliveira et al., 2006; Ziessman et al., 2015; Vermeulen et al., 2019).
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b. PET

A tomografia por emissdo de pdsitrons (PET) é uma técnica de imagem desenvolvida
na década de 1970, ndo invasiva, com excelente resolucdo e alta sensibilidade. Os
radiofarmacos utilizados no PET apresentam em sua composicdo radionuclideos que
promovem a emissao de pdsitrons. Os pésitrons reagem de modo instantaneo com elétrons,
processo chamado de aniquilacdo pésitron-elétron e emitem dois fotons y, cada um com
energia de 0,511 MeV, na mesma direcdo, mas com sentidos opostos, que sdo detectados
externamente num detector circular, originando imagens tridimensionais (Vermeulen et al.,
2019; Garcez et al., 2017; Ziessman et al., 2015).

Ao contrario das imagens através de SPECT, que detecta eventos Unicos, nas
imagens de PET, sdo usados detectores multiplos distribuidos ao longo do aparelho para
detectar os fotons pareados decorrentes da aniquilagédo, conforme Figura 3 (Ziessman et al.,
2015; Oliveira et al., 2006; Vermeulen et al., 2019; Garcez et al., 2017).

Figura 3 - O encontro de um pésitron e um elétron promove aniquilacao e producao
de dois fotons de 0,511 MeV (A). O momento em que o féton de 0,511 MeV é registrado pelo

detector circular de raios gama da camara PET (B).
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Fonte: Adaptada de Li; Conti, 2010.

3.4.7. Captacédo Tireoidiana e Cintilografia da Tireoide

Os estudos clinicos de captacdo de radioiodo pela tireoide e as cintilografias da

tireoide sdo exames complementares e normalmente realizados em associagéo, uma vez que



32

sdo realizados com aparelhos diferentes e, consequentemente, proporcionam informacdes

diferentes (Ziessman et al., 2015).

a. Captacdao Tireoidiana

A captacdo tireoidiana apresenta a finalidade de calcular o percentual de captacéo
de iodo radioativo pela glandula tireoide, dessa forma tanto o iodo-131 quanto o iodo-123
podem ser utilizados. Para estudos de captacéo tireoidiana utiliza-se uma sonda (probe), um
detector de cintilagdo gama, que n&o gera imagens. A probe possui um cristal de iodeto de
sédio capaz de detectar a radiacdo gama emitida pelo paciente apés a administracao do
radiofdrmaco (Ziessman et al., 2015).

O percentual de captacao é geralmente realizado 24 horas apés a administracao do
radiofarmaco e a indicagéao clinica mais comum para o percentual de captacdo é o diagndstico
diferencial de tireotoxicose. E utilizada também para o célculo da dose terapéutica de iodo-
131 para pacientes com a doenca de Graves, cintilografia de corpo inteiro para o cancer de
tireoide, avaliacao pré-terapia com iodo-131 da extenséo da doenca, estimativa de efetividade

da terapia com iodo-131 e para acompanhamento de recidiva (Ziessman et al., 2015).

b. Cintilografia de Tireoide

As imagens geradas na MN, a partir da deteccdo de cintilagbes, sdo comumente
chamadas de cintilografias (Garcez et al., 2017) e, estdo baseados na propriedade que certas
substancias possuem, de produzir uma cintilacdo, como resultado da interagdo com a
radiagdo ionizante. Essas imagens sdo obtidas através da técnica SPECT (Garcez et al.,
2017; Bartel et al., 2020).

A cintilografia de tireoide € um exame para diagnéstico clinico que fornece
informac®es funcionais, proporciona andlise morfolégica e a avaliacéo da captacado difusa da
tireoide (Vieira et al., 2011; Ziessman et al., 2015). Dessa forma, a técnica SPECT é a
representacao mais verossimil da distribuicao da radiacéo projetada do paciente, em diversos
angulos nos planos cintilograficos, tornando possivel a construcéo de imagens 3D ou imagens
tomograficas (Garcez et al., 2017).

A principal indicacdo da cintilografia é na suspeita de adenoma folicular
hiperfuncionante (nédulo quente), assim como a deteccdo da presenca e localizacao de
qualquer cancer diferenciado da tireoide, seja recorrente ou metastatico (Maia et al., 2013;
Sales et al., 2017; Rosério et al., 2013; Vieira et al., 2011; Bartel et al., 2020). As cintilografias
tireoidianas também podem auxiliar na diferenciacdo de um Bécio Difuso Téxico (Doenca de

Graves) para um Bacio Multinodular Toxico (BMNT) (Ziessman et al., 2015), porém apresenta
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indicacfes limitadas na avaliacdo do hipertireoidismo (Maia et al., 2013; Sales et al., 2017;
Rosario et al., 2013; Vieira et al., 2011).

As gamas camaras dos aparelhos SPECTs contém detectores de cintilacdo que séo
constituidos por cristais especiais que ao serem expostos a radiacdo ionizante, emitem luz
visivel ou ultravioleta. A radiacdo ionizante ao interagir com os cristais, pode ceder energia
para seus elétrons, promovendo o deslocamento dentro da estrutura cristalina, processo
chamado de excitacdo. Entretanto, estes elétrons naturalmente tendem a retornar para sua
posicao original e, neste processo de retorno ao estado fundamental, emitem o excedente de
energia adquirido, na forma de luz, esse processo de emissao de luz € denominado cintilagao
ou luminescéncia e, é detectado pelos tubos fotomultiplicadores presentes nos aparelhos
SPECT. A luz detectada pelos fotomultiplicadores é transformada numa corrente elétrica que
€ amplificada e enviada para o sistema de leitura da imagem em uma tela de computador.
Desta forma, a quantidade de cintilagbes emitidas est4 associada com a quantidade de
interagdes da radiacdo ionizante com o cristal (Garcez et al., 2017; Bartel et al., 2020).

A cintilografia da tireoide pode ser realizada utilizando os seguintes tipos de
radiomarcadores: Tc-99m, iodo-131, iodo-123 e o iodo-124 (Sales et al., 2017; Rosério et al.,
2013). O tecnécio-99m é um marcador barato, com meia-vida fisica curta, aproximadamente
6 horas, é captado pelo mesmo receptor que capta o iodo na tireoide, o NIS. O Tc-99m emite
radiagdo gama de 0,140 MeV, ideal para formar imagem, e dessa forma a cintilografia com
Tc-99m consegue mostrar a imagem da glandula tireoide, com maior resolugdo e menos
efeitos ‘borrados’ enquanto o célculo de captacéo € realizado com iodo-131 ou iodo-123. A
cintilografia da tireoide com o iodo-131 promove a emissao de radiacdo gama e da particula
beta, que nas doses usualmente utilizadas ioniza e destrdi os tecidos circundantes, dessa
forma a imagem se apresenta ruim e um pouco atordoada (borrada) (Sales et al., 2017).
Devido a elevada dose de radiag@o para a tireoide proveniente do iodo-131, as indicacdes
clinicas sao limitadas a cintilografia de corpo inteiro para o cancer tireoidiano, apés a remocao
cirtrgica da glandula tireoide (Ziessman et al. 2015).

Para a realizacé@o da cintilografia de tireoide, o iodo-123 é preferivel (Ziessman et al.
2015), considerando-se a radiacdo gama de energia 0,159 MeV ser mais adequada para a
gama camara SPECT, resultando melhor qualidade da imagem, maior sensibilidade,
acrescidos pela falta de atordoamento e, por fim, menor dosimetria em relacdo ao iodo-131
(Ziessman et al., 2015; Chen et al., 2012).

3.5. Producédo de Radiofarmacos

Os radionuclideos utilizados na MN, tanto para diagndstico quanto para terapia sdo

de origem artificial (Tauhata et al., 2013; Oliveira et al., 2006) e sua produg¢do para uso na
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medicina se deu a partir da invencao de acelerador de particulas - ciclotron, por Ernest O.
Lawrence e M. Stanley Livingstone, em 1929, fato que possibilitou uma maior producéo de
radionuclideos artificiais e, consequentemente, uma maior disponibilidade para a utilizacdo de
radionuclideos em diagndstico médico. Porém a disponibilidade dessa producédo ainda era
insuficiente para o uso, em larga escala na medicina. Foi na Segunda Guerra Mundial que se
obteve um aumento na producdo de radionuclideos artificiais, por meio da construcao dos
primeiros reatores nucleares, Oak Ridge (Estados Unidos) em 1946 e, o de Harwell (Reino
Unido), em 1947 (Tauhata et al., 2014).

O acelerador de particula sdo maquinas capazes de acelerar feixes de particulas
carregadas, com a finalidade de alcancar velocidades altissimas proporcionando energias
capazes de produzirem matéria (através de colisdo destes feixes) em grande quantidade e
com feixe bem controlado (Luiz et al., 2011). Os ciclotrons utilizam a energia elétrica como
fonte energética para acelerar as particulas e gerar radiacao, os principais dispositivos sao o0s
aceleradores de elétrons, os aceleradores Van de Graaff e os ciclotrons. Os ciclotrons sé&o
aceleradores circulares e ganharam grande importancia nos ultimos anos pela sua
capacidade de producdo de radionuclideos de meia-vida fisica curta para uso na MN
diagnostica (Tauhata et al., 2013), assim como a producao de radionuclideos com meia vida-
fisica mais longa como o 124, 8Zr, ’Ga, com 4,2 dias, 3,3 dias e 78,3 horas, respectivamente
(Toyokuni et al., 2004).

No reator nuclear, néutrons promovem o bombardeamento de certos isétopos de
Uranio ou do Pluténio (?®¥U e #°Pu) fazendo com que o nulcleo se divida em dois nlcleos
menores por um processo denominado de fissao nuclear, liberando energia, além de dois ou
mais néutrons, estes podem atingir outros nicleos de Uranio ou Plutbnio, causando divisédo e
liberando outros néutrons e, assim, sucessivamente, levando a reagcdo em cadeia. Estes
materiais passam por processos de irradiagdo e de purificagcdo até obter o radionuclideo
purificado, que é utilizado como precursor do radiofarmaco (Oliveira et al., 2006; Tauhata et
al., 2013).

Os geradores de radionuclideos, sdo sistemas constituidos por uma coluna de
alumina, ou por uma resina de troca idnica, na qual se incorpora o radionuclideo “pai” de
tempo de meia-vida fisica longo e, por decaimento produz o radionuclideo “filho” que é
separado através de um eluente adequado, processo chamado de eluigcéo, produzindo dessa
forma uma substancia radiofarmacéutica e pode ser utilizado diretamente em aplicacbes
clinicas ou pode servir para preparar radiofarmacos mais complexos (Oliveira et al., 2006;
Ziessman et al., 2015).

O Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN) foi a instituicdo pioneira na
producdo de radioisotopos e radiofarmacos no Brasil e, tem sido responsavel pelo

crescimento da MN no pais (Aradjo et al., 2008; Ipen, 2020). O IPEN € uma autarquia estadual,
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vinculada a Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Desenvolvimento Econémico do Governo do
Estado de Séo Paulo, gerida técnica e administrativamente pela Comissdo Nacional de
Energia Nuclear (CNEN) do Ministério da Ciéncia e Tecnologia. O IPEN est4 instalado no
campus da Cidade Universitaria em Sao Paulo e é ligado a Universidade de Sao Paulo por
seu programa de pés-graduacao strictu sensu vinculado & USP e 0 mais novo programa de
Mestrado Profissional em Tecnhologia das Radiac6es em Ciéncias da Saude (IPEN, 2020).

Os radiofarmacos, no Brasil, foram isentos de regulamentacdo farmacéutica
adequada por bastante tempo (Tavares et al., 2015; Faria et al., 2011). Somente em 2008, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou resolu¢des para a producao de
radiofarmacos. A RDC pioneira sobre MN é a de n° 38/08, que estabeleceu os requisitos e
parametros de controle sanitario para a instalacdo e o funcionamento de Servicos de MN in
vivo, visando a defesa da saude dos pacientes, dos profissionais envolvidos e do publico em
geral. Na sequéncia, foram publicadas as RDC n° 63/2009, RDC n° 64/2009 e em 2019, para
0 registro de medicamentos radiofarmacos de uso consagrado fabricados em territério
nacional, foi publicada a RDC n° 263/2019 (ANVISA, RDC 38, 2008; ANVISA, RDC 263,
2019).

3.6. Garantia de Qualidade

Preparagbes farmacéuticas contendo elementos radioativos, os radiofarmacos,
apresentam prazo de validade curto, que pode variar de poucos minutos a alguns dias, isso
ocorre devido ao tempo de meia-vida fisica especifica do radionuclideo e, também pela
estabilidade da ligacéo (Araujo et al., 2008).

Dessa forma, os radiofarmacos sao liberados e administrados aos pacientes pouco
tempo apds sua produgédo, por isso, os resultados de certos ensaios de controle de qualidade
sdo retrospectivos. Por isso, um sistema de Garantia da Qualidade implantado é essencial na
fabricacdo de produtos radioativos (Araujo et al., 2008; Oliveira et al., 2006).

A Garantia deve certificar que estdo sendo cumpridos todos os aspectos das BPF na
producdo de radiofarmacos antes que o produto chegue a ser administrado no paciente.
Dessa forma, é de extrema importancia que o radiofarmaco seja produzido em condi¢des
adequadas garantindo que o medicamento esteja dentro dos padrées de qualidade exigidos
e que possa ser utilizado com seguranca pelo paciente (Aradjo et al., 2008; Oliveira et al.,
2006).

Garantia da qualidade € responsavel pela autorizacdo de procedimentos,
monitoramento e o controle dos ambientes de fabricacéo, higiene das instalacfes, validag&o
de processos, treinamentos, aprovacdo e monitoramentos (de fornecedores de materiais,

fabricantes e condicbes de armazenamento de materiais e produtos), retencdo de registros,
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assim como de monitoramento do cumprimento dos requisitos das Boas Préticas de
Fabricacao, entre outros (ANVISA, RDC 658, 2022).

3.6.1. Boas Praticas de Fabricacao

Visando eliminar riscos envolvidos na producdo de medicamentos, a ANVISA
estabelece que os radiofarmacos sejam produzidos de acordo com as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), um sistema designado para garantir que os farmacos sejam
consistentemente produzidos e controlados de acordo com padrdes de qualidade (Aradjo et
al., 2008; ANVISA, RDC 658, 2022 e IN 128, 2022).

A RDC 658 de 30 de marco de 2022, dispde sobre dispde sobre as Diretrizes Gerais
de Boas Préticas de Fabricacdo de Medicamentos (ANVISA, RDC 658, 2022) e a IN 128 em
30 de margco de 2022, dispde sobre as Boas Praticas de Fabricagdo complementares a
Medicamentos Radiofarmacos. Diante das legislacées o cumprimento das BPF é necessario
a fim de que sejam obtidos produtos com a qualidade exigida e em conformidade com as
respectivas autorizagfes de fabricagdo e com o registro. Com isso, o0 cumprimento das BPF
visa minimizar os riscos potenciais da producédo farmacéutica, que ndo podem ser detectados
com a analise do produto final: contaminac¢ao cruzada, contamina¢cdo com material particulado
ou alterac@o ou mistura de produtos (Araujo et al., 2008; ANVISA, RDC 658, 2022 e IN 128,
2022).

3.6.2. Controle de Qualidade

No processo de producdo de qualquer medicamento, o ensaio de controle de
gualidade (CQ) € a parte das BPF referente a amostragem, especificagfes, ensaios,
procedimentos de organizacdo, documentacéo e procedimentos de liberagdo que asseguram
gue 0S ensaios necessarios e relevantes sejam executados e que 0s materiais ndo sejam
liberados para uso, nem os produtos liberados para venda ou fornecimento até que a
gualidade do produto seja julgada satisfatéria. Esses ensaios sdo de grande importancia,
devendo ser realizado na rotina, assegurando que todo lote liberado atenda as especificacbes
preestabelecidas, sendo um atributo de carater sanitéario, comercial, mas também ético, legal
e moral (Gil, 2007).

Assim como ocorre para um medicamento ndo radioativo, para um radiofarmaco ser
comercializado, ele deve passar por testes de controle de qualidade para assegurar sua
qualidade. O controle de qualidade envolve testes especificos e medidas que garantem sua
pureza, poténcia, identidade, seguranca bioldgica e eficacia; ou seja, todos os procedimentos

aplicados aos farmacos devem ser aplicados aos radiofarmacos; porém, também devem ser
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realizados os testes para verificar sua pureza radionuclidica e radioquimica (Andrade et al.,
2011).

3.7. Pureza Radioquimica e Cromatografia

A pureza radioguimica é definida como razdo percentual de radioatividade do
radionuclideo de interesse no seu estado quimico indicado, em relacéo a radioatividade total
da preparacdo radiofarmacéutica (Saha, 2010; ANVISA, Farmacopeia Brasileira, 2019;
Ziessman et al.,, 2015). A determinacdo da pureza radioquimica é realizada através da
separacdo das substancias quimicas diferentes, a qual contém o radionuclideo (ANVISA,
Farmacopeia Brasileira, 2019; Ziessman et al.,, 2015) e quantificagdo das impurezas
radioquimicas com detector de radiacao adequado (Farmacopeia Brasileira, 2019).

As impurezas radioquimicas surgem a partir da decomposicao dos radiofarmacos,
podendo ocorrer devido a acdo de mudanca de temperatura, pH, luz, presenca de oxidantes
ou agentes redutores, reacao incompleta e radidlise. A presenca de impurezas radioquimicas
nas preparacdes radiofarmacéuticas pode promover problemas na biodistribuicdo do
radiofarmaco, consequentemente prejudicando a qualidade da imagem e assim, podendo
desencadear um diagnostico impreciso e, aumentando também a exposicao de alguns 6rgéos
a radiacdo desnecessaria (Oliveira et al., 2006; Andrade et al., 2011; Saha, 2010).

Na determinagcdo da pureza radioquimica sdo usados métodos analiticos de
separacdo, tais como meétodos cromatograficos (cromatografia em papel, em camada
delgada, de exclusdo molecular, cromatografia gasosa ou cromatografia a liquido de alta
eficiéncia - CLAE), eletroforese e extracé@o por solventes (Oliveira et al., 2006; Andrade et al.,
2011; ANVISA, Farmacopeia, 2019).

A cromatografia € um método fisico-quimico utilizado com a finalidade de realizar a
separacdo e a identificacdo das substancias ou componentes da mistura. O processo de
separacao € efetuado através da distribuicdo dos componentes dessa mistura em duas fases,
gue estdo em contato, cuja fundamentacdo € dada pela migracdo diferencial dos
componentes de uma mistura, na qual uma se move (fase mével) através da outra (fase
estacionaria), ocorrendo por diferenca de afinidade. Com isso os componentes mais
fortemente retidos na fase estacionaria movem-se de forma mais lenta, enquanto o0s
componentes que se ligam mais fracamente a fase estacionaria movem-se mais rapidamente
(ANVISA, Farmacopeia, 2019; Collins et al., 2010; Saha, 2010). Durante a migracado da fase
movel através da fase estaciondaria, os componentes se distribuem seletivamente entre essas
fases, resultando em migracdes diferenciais. O desenvolvimento pode ser ascendente, no
caso de solvente carreado para cima atravées de forgas capilares, ou descendente, no caso

em que o fluxo do solvente € auxiliado por for¢a da gravidade (ANVISA, Farmacopeia, 2019).
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A analise é feita através do fator de retardamento (Rf), sendo definido pela relacdo da
distancia percorrida por cada componente da amostra e a distancia percorrida pela fase mével
(ANVISA, Farmacopeia, 2019; Collins et al., 2010).

A técnica da cromatografia em papel se baseia em adsor¢éo, sendo o adsorvente ou
a fase estaciondria uma camada de papel filtro de qualidade especial, apresentando textura
e espessura adequadas, a fase mével pode ser um solvente puro ou uma mistura de
solventes. O mecanismo de separacdo primaria € o de particdo, onde a celulose torna-se
suporte da agua adsorvida. Na préatica, os papéis cromatograficos mais utilizados sao: o
Whatman 1 (W1) e o Whatman 3MM (W3MM), que sdo mais polares. O W3MM apresenta
algumas vantagens em relacdo ao W1, como maior resisténcia mecanica aos solventes
aguosos, evitando que a fita rasgue ou despedace facilmente e, permite a absor¢cdo de uma
quantidade de amostra com menor espalhamento (Saha, 2010).

Apoés a corrida cromatografica em papel ou em camada delgada, a fase estacionaria
€ posta para secar em estufa e as posi¢cdes das areas radioativas sdo detectadas ou pela
autorradiografia ou pela medida da radioatividade ao longo do cromatograma, com auxilio de
contadores devidamente colimados, ou pelo corte das fitas e contagem de cada porgao
(ANVISA, Farmacopeia, 2019).

O método de cromatografia em papel, por ser uma técnica de baixo custo e de facil
manuseio, é aplicado rotineiramente em radiofarmacias na MN para a verificagdo do grau de
pureza radioquimica e da eficiéncia de radiomarcagédo dos compostos. A grande variedade de
combinagfes entre fases moveis e estacionarias a torna uma técnica extremamente versatil
e de grande aplicacdo (Andrade et al., 2011). A Farmacopeia Europeia estabelece que mais
de 95% depende do produto da atividade devera corresponder a forma quimica desejada de
iodo-123 (Oliveira et al., 2006; Andrade et al., 2011; ANVISA, Farmacopeia, 2019), e a
impureza radioquimica ndo pode exceder 5% da radioatividade total da solugéo (Farmacopeia
Europeia, 2010).

3.8. Validacdo de Método Analitico

Os radiofarmacos apresentam a particularidade de serem liberados antes da
conclusdo dos ensaios de controle de qualidade e, por isso as validacdes constituem
atividades essenciais para garantia de qualidade (Aradjo et al., 2008; ANVISA, RDC 166,
2017).

O Plano Mestre de Validacdo (PMV) € um primeiro passo para a realizacdo de um
programa de validagdo, sendo o documento que direciona a validagcdo, estabelece

prioridades, responsabilidades por atividades e cronogramas. O PMV é redigido através de
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outros documentos existentes, apresenta os critérios gerais de aceitacdo e, deve conter a
qualificacdo (ANVISA, RDC 166, 2017).

Validacdo analitica é a avaliacdo sisteméatica de um método por meio de
ensaios experimentais de modo a confirmar e fornecer evidéncias objetivas de que os
requisitos especificos para seu uso pretendido sao atendidos. A validacdo deve demonstrar
que o método analitico produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se
destina, de forma documentada e mediante critérios objetivos. A utilizacdo de método analitico
ndo descrito em compéndio oficial reconhecido pela ANVISA requer a realizacdo de uma
validacdo analitica, conforme parametros estabelecidos nesta resolucdo, levando-se em
consideracdo as condi¢cdes técnico-operacionais. Os parametros tipicos a serem
considerados para a validagcdo sdo exatiddo, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), seletividade, limite de detecc¢édo, limite de quantificacéo, linearidade, intervalo
ou faixa de trabalho e robustez, porém dependem do ensaio a ser realizado e devem estar de
acordo com a RDC n° 166/2017 da ANVISA.

A seletividade do método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de
identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de
componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz. No caso de métodos cromatograficos, deve ser comprovada a pureza
cromatogréfica do sinal do analito (exceto para produtos biolégicos). No caso da validacéo do
método de pureza radioquimica, por ser um método quantitativo, a seletividade deve ser
demonstrada por meio da comprovagdo de que a resposta analitica se deve exclusivamente
ao analito, sem interferéncia do diluente, da matriz, de impurezas ou de produtos de
degradacédo (ANVISA, RDC 166, 2017).

O ensaio da exatiddo de um método é obtido pelo grau de proximidade entre os
resultados do método em estudo em relagdo a um valor aceito como verdadeiro. Dessa forma,
a exatiddo deve ser verificada a partir de 9 determinac6es (no minimo), contemplando o
intervalo linear do método analitico, em trés concentracbes (baixa, média e alta), com 3
réplicas de cada. As amostras da exatiddo devem ser preparadas de maneira independente
(ANVISA, RDC 166, 2017).

O ensaio da precisdo deve ser expresso por meio da repetibilidade, da precisdo
intermediaria ou da reprodutibilidade, sendo relacionada quantitativamente em termos da
caracteristica da dispersdo dos resultados e pode ser determinada por meio da andlise de
padrdes ou materiais de referéncia, em varias concentracées na faixa de trabalho. Para a
determinacdo da repetibilidade a RDC 166 de 24 de julho de 2017, determina a avaliacdo das
amostras sob as mesmas condi¢bes de operacdo, mesmo analista e mesma instrumentacéo
em uma Unica corrida analitica. Para a determinacéo da preciséo intermediaria o estudo sera

conduzido por um analista diferente do responsavel pela execu¢do do ensaio de
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Repetibilidade e, as amostras devem ser preparadas de maneira independente (ANVISA,
RDC 166, 2017).

O ensaio da linearidade de um método deve ser demonstrado por meio da sua
capacidade de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um
analito em uma amostra. Para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no minimo,
5 (cinco) concentracdes diferentes, para as solucdes preparadas em triplicata e, preparadas
de maneira independente, podendo ser utilizadas solu¢des diluidas de uma mesma solucdo
mae. A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios
com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado (ANVISA,
RDC 166, 2017).

O intervalo ou faixa de trabalho deve ser estabelecida a partir dos estudos de
linearidade, juntamente com os resultados de precisdo e exatiddo, sendo dependente da
aplicacao pretendida. O objetivo deste ensaio € determinar os percentuais de teor do analito
que devem estar contidos no intervalo de linearidade, confirmando que o método apresenta
preciséo e linearidade adequados quando aplicados a amostras contendo quantidades de
substancias dentro do intervalo especificado (ANVISA, RDC 166, 2017).

Limite de detecgdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra se
pode detectar, mas ndo necessariamente quantificar nas condi¢cbes experimentais
estabelecidas. A determinacao do limite de deteccdo pode ser realizada por meio de método
visual, da razéo sinal-ruido, baseado na determinacdo do branco ou em parametros da curva
de calibracéo, considerando-se as particularidades do método analitico utilizado (ANVISA,
RDC 166, 2017).

Limite de quantificagdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condigBes experimentais
estabelecidas. O limite de quantificagdo deve ser coerente com o limite de especificacdo da
impureza (ANVISA, RDC 166, 2017).

O ensaio da robustez é um parametro tipicamente realizado no desenvolvimento do
método analitico que indica a sua capacidade de permanecer inalteravel (ou de resistir) a
pequenas e deliberadas variacdes das condicdes analiticas, dessa forma fornecendo uma
indicacdo da viabilidade da técnica nas condicbes normais de utilizacdo, como no grau de
reprodutibilidade dos testes de analise, tais como: instrumentos, lotes de reagentes e
laboratérios, que nem sempre sdo idénticos em todas as producdes (ANVISA, RDC 166,
2017).

O protocolo de validacdo é um documento que apresenta a descricdo do processo,
definicdo de responsabilidades, descricdo de equipamentos utilizados, o tipo de validacéo a
ser executada, treinamentos necessarios para a realizacao, descricdo dos métodos utilizados,

pontos criticos, dentre outros. Por fim, a avaliacdo dos resultados incluindo a andlise
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estatistica. Sendo qualquer desvio do protocolo de validacdo, precisa ser documentado,
investigado e justificado (ANVISA, RDC 166, 2017).

O relatério de validac&o deve conter os resultados da validacdo de forma compilada
e com os critérios de aceitacdo, os célculos obtidos com a validacdo analitica, assim como o
tratamento estatistico e avaliacdo dos dados. Os dados brutos necessarios para compor o
relatério de validacao e outros dados brutos devem estar disponiveis para possiveis inspecdes
(ANVISA, RDC 166, 2017).

Esse trabalho teve como objetivo a revisdo do protocolo e a validagdo completa do
método de analise de pureza radioquimica no radiofarmaco 10D-IPEN-123, produzido no
IPEN e analisado no laboratério de Controle de Qualidade no Centro de Radiofarmacia
(SECQR). Os ensaios foram estabelecidos pela interpretagcdo da RDC 166 de 2017, para
radiofarmacos. A Tabela 1 apresenta os parametros analisados no protocolo de validacéo

analitica.

Tabela 1 - Pardmetros analisados no protocolo de validacdo de método de pureza
radioquimica de |IOD-IPEN-123

Parametro Ensaio Executado
Seletividade Sim
Precisao - Repetibilidade Sim
Precisdo intermediaria Sim
Linearidade Sim
Intervalo Sim
Limite de deteccao N&o
Limite de quantificacé@o Nao
Exatid&o Nao
Robustez Sim
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4.  MATERIAIS E METODOS

4.1. Especificacdo da Amostra

A validacdo de método analitico de pureza radioquimica foi realizada para o
radiofarmaco |OD-IPEN-123, produzido pelo IPEN-CNEN/SP. Apresenta denominacdo
comum brasileira de iodeto de sodio (123 I). O IOD-IPEN-123 é uma solucédo oral incolor e a
concentracdo radioativa na hora da fabricacdo € de 5 a 99 mCi/mL e na calibragdo é de 1 a
20 mCi/mL, sendo armazenado em uma embalagem primaria transparente incolor e, a
secundaria € uma blindagem de chumbo com revestimento plastico.

O IOD-IPEN-123 apresenta as seguintes apresenta¢cfes produzidas pelo IPEN: 37
MBq (1000 uCi), 111 MBq (3000 uCi), 185 MBq (5000 uCi), 370 MBq (10000 pCi) e 740 MBq
(20000 uCi). E livre de carregador.

4.2. Material e Solugbes utilizadas

a. Material

Os seguintes materiais foram utilizados para o controle de qualidade do radiofarmaco
IOD-IPEN-123:

e Amostras do radiofarmaco IOD-IPEN-123;

e Cubas de vidro com tampa (50 mm x 150 mm);

e Fitas cromatogréficas de papel (Whatman 3 MM) - (figura 4);

e Frascos limpos para preparo das diluicbes das amostras para execucdo dos ensaios
de validacgéo;

o Calibrador de doses para medi¢céo da atividade das amostras;

e Ponteiras descartaveis de 10-20 pL;

e Micropipetas;

e Luvas descartaveis;

e Tesoura;

e Contador gama para contagem das fitas cromatogréaficas (Perkin Elmer — modelo
Cobra ).
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Figura 4 - Fita cromatografica Whatman 3 MM
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b. Solucgdes utilizadas

e Agua purificada (Purificador Gehaka modelo Master System - MS3000);
e Metanol PA;

e NaOH 0,01 N.

4.3. Preparo da bancada

Foi realizada a preparacdo da bancada da capela de exaustdo, com limpeza e
forracdo da bancada com papel absorvente para evitar contaminacfes com material
radioativo. Foi realizada a separacdo dos materiais, a saber, cubas de vidro e tampas com
suporte para as fitas, com identificacédo das fitas para o ensaio a ser realizado.
4.4, Preparo das Solugdes

a. Preparo dafase movel (solvente) — metanol: dgua (85:15) (v/v)
Solucdo de metanol:agua (85:15) (v/v) foi preparada medindo 42,5mL de metanol e

7,5mL de agua com proveta, e misturando os solventes em frasco de vidro seguida de

homogeneizacdo. A preparacéo foi feita em capela de exaustéo.
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b. Preparo do diluente

e NaOH (Hidroxido de Sédio) 0,01 N

Foram dissolvidos 0,0400 g de hidroxido de sodio (NaOH) em agua purificada. A
solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com
agua purificada, homogeneizada por inversao do baléo e transferida para um frasco limpo. Foi
criado o lote IPEN para a solugdo, com data de fabricacéo e validade da solucéo e a etiqueta

foi anexada no frasco.

e NaOH (Hidréxido de So6dio) 0,02 N

Foram dissolvidos 0,008g de hidroxido de sddio (NaOH) pesados em balanca em 10
mL de agua purificada. A solucao foi transferida para frasco limpo, homogeneizada até a

dissolug&o completa do NaOH.

c. Preparo dacuba - saturacdo do ambiente

Com uma pipeta, foram adicionados 3 mL da fase mével, metanol 85 % (v/v) para o
interior de cubas de vidro, cerca de 30 minutos antes do ensaio. As cubas foram fechadas
com tampas, para evitar a evaporacdo da fase movel. A tampa possui um dispositivo para

sustentar o papel cromatogréfico.
d. Preparo da amostra radioativa
O frasco contendo a amostra do radiofarmaco foi retirado da blindagem de chumbo,
colocado no contador de radiagao (curibmetro) e a atividade registrada.
Ap0s, a amostra foi levada até a capela de exaustdo para ser realizada a diluicéo
com o hidréxido de sédio 0,01 N & concentragdo de 1,0 puCi/pL.
e. Ensaio
e e.l. Fita Cromatogréfica
O papel cromatogréfico foi preparado conforme esquema da figura 4. A ativagdo das

fitas cromatogréficas foi realizada em estufa a 60 °C, por cerca de 30 minutos, e apés, foram

mantidas em temperatura ambiente.
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Utilizando micropipeta calibrada, 2 pL da amostra foram aplicados em tantas fitas
gquanto necessérias para 0s ensaios, no centro da marca de origem da fita cromatogréafica, a
uma distancia 1,5 cm acima da borda inferior, distancia que permite que a amostra radioativa
figue acima do nivel do solvente no interior da cuba.

Apos, as fitas cromatograficas foram colocadas nos suportes das tampas, inseridas
com cuidado nas cubas, posicionando-as de maneira a evitar que o papel cromatografico
aderisse a parede de vidro, observando-se a ascensdo do solvente por capilaridade durante
a corrida cromatogréfica. Anotou-se o tempo inicial e o final da corrida cromatografica.

Ao atingir o ponto demarcado para o solvente percorrer, as fitas foram retiradas das
cubas e colocadas na estufa para a secagem, a 60 °C por ndo mais que 30 minutos.

Figura 5 — A. Aplicacdo da amostra do radiofamaco na fita cromatografica. B. Fitas
cromatogréaficas penduradas em ganchos na tampa da cuba de vidro.

Fonte: Adaptada de Costa et al., 2018 e foto de acervo pessoal.

e e.2. Leiturada atividade

A fita foi cortada em segmentos de 1 cm nas posi¢les indicadas (figura 4). Cada
segmento foi inserido em um tubo de plastico, e os tubos foram dispostos sequencialmente
na estante de contagem da radiacéo. As estantes foram posicionadas no contador gama para
medi¢cdo da radioatividade em cpm (contagem por minuto), na faixa de energia de 0,1 - 0,25
MeV. O procedimento foi realizado seguindo as instru¢cdes da operacdo do equipamento do

contador gama.
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4.5. Parametros Avaliados na Validacdo Analitica
4.5.1. Seletividade
Os ensaios para avaliacdo da seletividade do método estdo relacionados na tabela
2. O efeito do diluente com concentracao diferente NaOH 0,02 N, foi analisado. NaOH 0,02 N

é utilizado no processo de purificacdo de 1-123, apos irradiacao pelo ciclotron.

Tabela 2 - Experimentos no ensaio de seletividade.

Preparo das solu¢des dos experimentos

) Produto IOD-IPEN-123 + Produto IOD-IPEN-123 +
Experimento
NaOH 0,01 N NaOH 0,02 N
1 Sim N&o
2 Né&o Sim
3 Sim Sim

Foram realizados preparo da bancada (item 4.3) do solvente metanol 85 % (v/v) (item
4.4.a), do diluente NaOH 0,01 N (item 4.4.b), preparo da cuba (item 4.4.c).

Para o ensaio da seletividade, foi utilizada amostra de I0D-IPEN-123, volume 0,20
mL, com atividade de 1276 uCi.

Para a realizacdo do preparo da amostra radioativa, foi seguido o descrito no item
4.4.d:

Para a preparacédo da solugéo do experimento 1, foram utilizados 20 pL da amostra
de IOD-IPEN-123 com atividade de 129 uCi, medida em curidmetro. Para obter concentracdo
de 1 pCi/pL, foram utilizados 109 pL (129 uL - 20 L) de hidréxido de sédio 0,01 N.

e Para o preparo da solucédo do experimento 2, foram utilizados 20 pL da amostra de
IOD-IPEN-123 com atividade de 117 uCi, medida em curibmetro. Para obter
concentracao de 1 puCi/uL, foram utilizados 97 pL (117 pL - 20 uL) de hidroxido de sodio
0,02 N.

e Para o preparo da solucdo do experimento 3, foram utilizados 20 uL da solucdo 1 e 20

pL da solugdo 2 e realizada a homogeneizacéo.

Para o ensaio e aplicagcdo da amostra, realizou-se a identificacdo das fitas e foi
seguido o procedimento descrito no item 4.4.e.1 (fita cromatografica).

As amostras foram preparadas de acordo com a tabela 1: no experimento 1 foi
aplicada apenas a solugédo contendo IOD-IPEN-123 + NaOH 0,01 N; no experimento 2 foi

aplicada a solucéo contendo IOD-IPEN-123 + NaOH 0,02 N; e no experimento 3 foi aplicada
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mistura de I0D-IPEN-123 + NaOH 0,01 N com |IOD-IPEN-123 + NaOH 0,02 N. Cada
experimento foi realizado em triplicata.

Apés a corrida cromatografica e secagem do solvente, com duracdo de cerca de uma
hora e 20 minutos, foi realizada a contagem radioativa das fitas conforme procedimento
descrito em 4.4.e.2 (leitura). Os resultados das contagens estdo descritos em resultados e

discussao.

45.2. Linearidade

Para o ensaio da linearidade foi utilizada a faixa de concentragéo de 0,05 pCi/uL a
1,2 pCi/uL. Sendo a amostra de IOD-IPEN-123, volume 0,20 mL, com atividade de 1354 uCi,

Foram realizados preparo da bancada (item 4.3) do solvente metanol 85 % (v/v) (item
4.4.a), do diluente NaOH 0,01 N (item 4.4.b), e da cuba (item 4.4.c).

Para a realizag&o do preparo da amostra, foi seguido o procedimento descrito no item
4.4.d: Foram realizadas as preparacdes nas seguintes concentracdes radioativas de 10D-
IPEN-123: 0,05 puCi/uL, 0,1pCi/uL, 0,5 pCi/pL, 0,8 pCi/pL, 1,0 uCi/pL e 1,2 uCi/pL. A tabela 3
tem as informacBes das atividades e volumes adicionados no experimento. Seguem as

descri¢des de preparo:

Tabela 3 — Descrigdo do experimento de linearidade

Concentracéo Atividade Vol(l:\lrgggdoi’ccgtl)pl?do Volume final
0,05 pCi/pL 153 pCi em 50 pL 3010 pL 3060 pL
0,1 uCi/uL 153 pCi em 50 pL 1480 pL 1530 pL
0,5 pCi/uL 151 puCi em 50 pL 252 pL 302 pL
0,8 pCi/uL 152 puCi em 50 pL 140 pL 190 pL
1,0 puCi/puL 154 uCi em 50 pL 104 pL 154 uL
1,2 uCi/uL 153 uCi em 50 pL 77,5 uL 127,5 pL

Apés a preparacéo das concentracdes de IOD-IPEN-123, em triplicata, foi aplicado
volume de 2 pL em um segmento da fita cromatografica, com 1 cm. Os segmentos foram
secos, cada um deles inseridos em tubos de plastico, e dispostos nas estantes para a
contagem da radioatividade. As contagens foram realizadas em contador gama, na faixa de
energia de 0,1 - 0,25 MeV, seguindo as instrucdes da operacdo do equipamento contador

gama.
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4.5.3. Precisao

No ensaio de precisdo a amostra foi preparada de acordo com o procedimento
descrito no item 4.4.d. Foi utilizado o0 mesmo lote de amostra do produto IOD-IPEN-123,
conforme descrito em métodos.

Para o ensaio de repetibilidade e precisdo intermediaria, foram realizadas seis

determinacgfes a 100% da concentracdo do teste individualmente preparadas.

a. Repetibilidade

No ensaio de repetibilidade, inicialmente foi realizado o preparo da bancada (item
4.3), do solvente metanol 85% (v/v) (item 4.4.a), do diluente NaOH 0,01 N (item 4.4.b), preparo
da cuba (item 4.4.c). Para o ensaio da repetibilidade foi utilizada a amostra C de 10D-IPEN-
123, volume 0,10 mL, com atividade de 168,6 uCi,

Para a realizacdo do preparo da amostra foi seguido o procedimento descrito no item
4.4.d, sendo retirado 50 pL de IOD-IPEN-123 com atividade 102 uCi e adicionado volume de
52 pL de NaOH 0,01 N, obtendo-se concentragdo de 1 puCi/pL.

Para o ensaio e aplicacdo da amostra radioativa foi seguido o procedimento descrito
no item 4.4.e.1 (fita cromatogréfica), realizando-se a identificagdo das fitas. Ao término da
corrida cromatografica, em torno de uma hora e 20 minutos, foi realizada contagem da
radioatividade, conforme descrito em 4.4.e.2 (leitura). Os resultados das contagens estéo

descritos em resultados e discussao.

b. Precisao Intermediaria

Nesta validacdo, todas as condicfes utilizadas no ensaio da repetibilidade foram
mantidas, porém a execucao do ensaio foi feita por um segundo analista, no mesmo dia,
evitando-se o decaimento da atividade da amostra.

Inicialmente foi realizado o preparo da bancada (item 4.3), do solvente metanol 85 %
(v/v) (item 4.4.a), do diluente NaOH 0,01 N (item 4.4.b), preparo da cuba (item 4.4.c). Para o
ensaio da precisao foi utilizada a amostra de IOD-IPEN-123, volume 0,05 mL, com atividade
de 164,2 uCi.

Para a realizac&o do preparo da amostra, foi seguido o procedimento descrito no item
4.4.d, foram pipetados 50 pL de IOD-IPEN-123 com atividade 84 uCi, foram adicionados
volume de 34 pL de NaOH 0,01 N, obtendo-se concentragdo em 1 pCi/pL.

Para o ensaio e aplicacdo da amostra radioativa, foi seguido o procedimento descrito

no item 4.4.e.1 (fita cromatogréfica), realizando-se a identificagcdo das fitas. Ao término da
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corrida cromatografica, em torno de uma hora e 20 minutos, foi realizada a contagem da
radioatividade, conforme descrito em 4.4.e.2 (leitura). Os resultados das contagens estéo

descritos em resultados e discusséo.
4.5.4. Exatidéo
Este ensaio nao foi realizado, pois ndo ha disponivel uma substancia quimica de
referéncia farmacopeica (SQRF) para lodo-123, para avaliar a capacidade do método analitico
em recuperar IOD-IPEN-123 na presenga de SQRF.

45.5. Robustez

Para esta metodologia, no ensaio de robustez foram avaliados 2 volumes de amostra

de 2 concentracdes radioativas.

Tabela 4 - Dados das concentragfes radioativas e volumes da amostra.

Concentracéo radioativa Volume de amostra
1,2 uCi/uL 5uL
(A) (B)
0,5 pCi/pL 2 uL
@) (b)

Foi realizado o preparo da bancada (item 4.3) do solvente metanol 85% (v/v) (item
4.4.a), do diluente NaOH 0,01 N (item 4.4.b), e preparo da cuba (item 4.4.c).

Foi utilizada a amostra de IOD-IPEN-123, volume 0,05 mL, com atividade de 425 pCi.

Para o preparo da amostra, foi seguido o procedimento descrito no item 4.4.d:

e Preparo da amostra de concentracéo radioativa de 0,5 pCi/pL

Foram retirados 20 pL I0OD-IPEN-123 com atividade 134 uCi e adicionado o volume
de 248 pL de NaOH 0,01 N, obtendo-se concentracéo radioativa de 0,5 puCi/pL.

e Preparo da amostra de 1,2 pCi/pL

Foram retirados 20 pL IOD-IPEN-123 com atividade 144 uCi e adicionado o volume
de 100 pL de NaOH 0,01 N, obtendo-se concentragao radioativa de 1,2 pCi/pL.

A ativacdo da fita cromatografica foi realizada em estufa a 60 °C, por cerca de 30

minutos; apdés, as fitas cromatogréficas foram mantidas em temperatura ambiente.
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A tabela 5 mostra as condicdes dos 3 experimentos. Cada ensaio foi realizado em

triplicata.

Tabela 5 - Condi¢céo dos ensaios conforme varidveis descritas na tabela 4.

Condicdes dos ensaios

Ensaio Concentracéo radioativa Volume de amostra
1 A B
2 A b
3 a B

O ensaio na condigdo n° 1 foi realizado fazendo aplicacdo de 5 pL da amostra de
concentracéo 1,2 puCi/uL. O ensaio n° 2 foi realizado fazendo aplicacdo de 2 pL da amostra
de concentragdo 1,2 pCi/pL. O ensaio n° 3 foi realizado fazendo aplicacdo de 5 pL da amostra
de concentragéo 0,5 pCi/pL.

Utilizando micropipeta calibrada, 2 yL da amostra foram aplicados no centro da
marca de origem da fita cromatografica, a uma distancia 1,5 cm acima da borda inferior,
distancia que permite que a amostra radioativa fique acima do nivel do solvente no interior da
cuba. Apds, as fitas cromatograficas foram colocadas nos suportes das tampas, inseridas com
cuidado nas cubas, posicionando-as de maneira a evitar que o papel cromatografico aderisse
a parede de vidro, observando-se a ascensao do solvente por capilaridade durante a corrida
cromatogréfica. Anotou-se o tempo inicial e o final da corrida cromatogréfica. Ao atingir o ponto
demarcado para o solvente percorrer, as fitas foram retiradas das cubas e colocadas na estufa
para a secagem, a 60 °C por ndo mais que 30 minutos. Ao término da corrida, em torno de
uma hora e 20 minutos, foi realizada a contagem da radioatividade, conforme descrito em
4.4.e.2 (leitura). Os resultados das contagens estdo em resultados e discussao.

Os dados obtidos nos resultados foram tratados estatisticamente no Excel e no
Minitab.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi realizada validacdo completa, pois o método de pureza
radioquimica utilizado pela instituicdo € diferente da descrita na Farmacopeia Americana
(papel com 30cm e metanol 7em 10) e pela Farmacopeia Europeia (cromatografia liquida com
coluna C18 e fase mdvel composta por cloreto de sddio, octilamina, acido fosférico e
acetonitrila). A validacdo do método analitico da determinacdo da pureza radioquimica do
IOD-IPEN-123 utilizando cromatografia planar em papel foi realizada de acordo com
procedimentos estabelecidos em protocolo para parametros definidos na RDC 166 de 24 de
julho de 2017, que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos e de outras providéncias.

Por ndo possuir literatura disponivel para validacdo de radiofarmacos, foi realizada
uma adequacdo dos conceitos da validacdo de métodos analiticos convencionais para
substancias radioativas. Os ensaios para o radiofarmaco IOD-IPEN-123 foram estabelecidos
através de uma adequacédo do processo de validacao do IOD-IPEN-131.

4.1, Seletividade

No ensaio de seletividade foi avaliado o efeito da concentragdo de NaOH, utilizado
na diluicdo de IOD-IPEN-123, no Rf das espécies radioquimicas. O Rf, ou fator de
retardamento, é uma caracteristica do composto no sistema cromatografico, e quando ocorre
interferéncia, o Rf pode se alterar, representando, portanto, um bom indicador para o ensaio
de seletividade.

O IOD-IPEN-123 foi preparado em duas concentra¢cdes de NaOH, sendo a primeira
em 0,01 N e a segunda em 0,02 N. A tabela 6 mostra a faixa dos critérios de aceitacdo do

fator de retardamento.

Tabela 6 - Critérios de aceitacdo do Rf de I-123 no ensaio de seletividade

Critérios de aceitacao

Experimento Critério
1 Rf IOD-IPEN-123=1,0
2 Rf IOD-IPEN-123=1,0
3 Rf IOD-IPEN-123 = 1,0

Rf: Fator de retardamento.

O Rf do radiofarmaco IOD-IPEN-123 no ensaio de seletividade pode ser observado

nos perfis das contagens nas fitas cromatograficas, considerando-se que no experimento 1
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foi aplicada amostra de IOD-IPEN-123 em NaOH 0,01 N; no experimento 2, IOD-IPEN-123
em NaOH 0,02 N e no experimento 3 a mistura (IOD-IPEN-123 em NaOH 0,01 N + |OD-IPEN-
123 em NaOH 0,02 N). Na tabela 7 estdo representadas as contagens das fitas

cromatogréficas, obtidas em contador gama.

Tabela 7 — Contagem (cpm) nas fitas cromatogréficas, no ensaio de seletividade

Experimento 3
Experimento 1 Experimento 2
(IOD-IPEN-123 em NaOH 0,01
(IOD-IPEN-123 + NaOH 0,01 N) | (IOD-IPEN-123 + NaOH 0,02 N) N + IOD-IPEN-123 em NaOH
0,02 N
Fita 1 Fita 2 Fita 3 Fita 1 Fita 2 Fita 3 Fita 1 Fita 2 Fita 3
Segmento
da fita

(cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm)

1 533,2 2433,2 4043,2 1983,2 2143,2 2008,2 2053,2 1988,2 1648,2

2 888,2 3383,2 1898,2 1623,2 683,2 1468,2 1433,2 1093,2 1148,2

3 1378,2 3053,2 2648,2 2493,2 1673,2 2063,2 1858,2 1083,2 1203,2

4 1963,2 2893,2 3463,2 3128,2 2018,2 2233,2 2303,2 1883,2 1658,2

5 2513,2 3648,2 3618,2 3958,2 2848,2 3083,2 3098,2 2718,2 2743,2

6 3508,2 4638,2 5073,2 5983,2 5283,2 4168,2 4133,2 3688,2 4943,2

7 6928,2 8243,2 7633,2 8393,2 10013,2 2518,2 6663,2 6388,2 7588,2

8 108868 | 32488,2 | 65493,2 | 97758,2 | 15158,2 | 76608,2 | 32343,2 | 69223,2 | 124263
9 1611453 | 975078 | 1407813 | 1299243 | 295523 | 1269383 | 938838 | 1863693 | 1705403
10 726983 | 1307358 | 876043 915843 | 2029428 | 971398 | 1394048 | 475768 655623

%PRQ 99,70 99,34 99,34 99,43 99,60 99,53 99,54 99,63 99,66

Rf 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

PRQ: pureza radioquimica; Rf: Fator de retardamento
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Tabela 8 — Resultados de Rf de IOD-IPEN-123 no ensaio de pureza radioquimica no ensaio

de seletividade.

Resultados

Parametros Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3

Fita

e Fital | Fita2 | Fita3 | Fital | Fita2 | Fita3 | Fital | Fita2 | Fita3
Cromatografica

Rf 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

C/INC C C C Cc Cc Cc Cc c C

Rf: Fator de retardamento; C: conforme; NC: Nao conforme

As contagens das fitas mostram que os resultados de Rf de IOD-IPEN-123 encontra-
se em 1,0, conforme pode ser observado na tabela 8.

Quanto ao parametro de seletividade, devido a simplicidade da férmula padrdo de
IOD-IPEN-123, que consiste na diluicdo do radionuclideo em NaOH, somente foi a
concentracdo da solugéo utilizada na producgéo do radiofarmaco, na etapa de purificagdo, foi
avaliada. A modificagdo da concentragdo do diluente NaOH de 0,01 N para 0,02 N, n&o
causou alteracdo no Rf de IOD-IPEN-123.

O resultado de pureza radioquimica foi livre de interferéncias para a faixa de

concentracdo de NaOH estudada e o método foi considerado seletivo.

4.2. Linearidade

A concentracao radioativa de trabalho da amostra de |IOD-IPEN-123 é de 1,0 uCi/uL,
sendo, portanto, considerada a concentragéo 100%. A RDC n°® 166/2017 estabelece que para
o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no minimo, 5 concentracdes diferentes da
SQR preparadas em, no minimo, triplicata, de maneira independente, podendo ser utilizadas
solucdes diluidas de uma mesma solugdo mae da SQR. Além disso, a faixa de trabalho deve
ser estabelecida a partir dos estudos de linearidade, e deve contemplar entre 80 a 120% da
concentracdo esperada da substancia ativa. Neste trabalho, foram preparadas 6
concentracdes radioativas em triplicata e analisadas de maneira independente, contemplado
a faixa de concentracdo de 5 a 120 %. As concentragOes radioativas das amostras foram:
0,05 pCi/uL (5%), 0,1 uCi/pL (10%), 0,5 pCi/pL (50%), 0,8 pCi/uL (80%), 1,0 uCi/uL (100%) e
1,2 uCi/uL (120%). A forma de preparo de cada concentragdo foi descrita em materiais e
métodos. A extensdo da faixa de concentracdo radioativa com aumento do nimero de pontos

visou abranger contagens para determinacéo de pureza radioquimica variadas.
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Na tabela 9 estdo descritos os resultados de contagem (cpm) das diversas
concentracdes radioativas de 1-123, e a representacao gréafica estdo dispostas nas figuras 6 e
7.

Tabela 9 - Resultado das contagens (cpm) das 6 concentra¢cdes radioativas de 1-123

Dados dos resultados

- Concentragéo Contagem por minuto (cpm)
. Dilui¢bes radioativa
Faixa de trabalho . Curval Curva 2 Curva 3
(MCi/pL)

Diluicao 1 (5%) 0,05 130603 132623 136358
Diluicao 2 (10%) 0,1 262433 265128 265663
Diluicao 3 (50%) 0,5 1264373 1271188 1293813
Diluicao 4 (80%) 0,8 1924738 1910843 1950958
Diluigdo 5 (100%) 1,0 2374098 2395328 2342153
Diluigao 6 (120%) 1,2 2880743 2934713 2883533

Figura 6 — Representacgéo gréfica da linearidade entre contagem (cpm) e concentragado

radioativa de 1-123. Curva 1; Curva 2 e Curva 3.

cpm Linearidade

3500000

3000000 ®Curval Curva 2 Curva 3
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

’

Concentragao radioativa

O Guia 10, 2017 recomenda que o0 ajuste da equacédo seja feito pelo método dos
minimos quadrados (MMQ) (Art 27.111) (ANVISA, Guia 10, 2017).

Para que o ajuste possa ser feito pelo MMQ, as seguintes condigdes precisam ser
atendidas: modelo € linear com coeficiente angular diferente de zero, homocedasticidade das

variancias dos residuos, residuos seguem distribuicdo normal, residuos ndo estdo
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correlacionados entre si, ndo ha outliers emy e r > 0,990.
Caso as condicdes nao sejam satisfeitas, tentar MMQ ponderados.

A analise de variancia obtida pelo ANOVA resultou na tabela 10 e gréfico da figura 7.

Tabela 10 — Tratamento estatistico dos dados de linearidade. A. ANOVA,

B. Coeficientes, C. Regressao, D. Grafico de disperséo de residuos

A. ANOVA
ANOVA gl SQ MQ F F de significacéo
Regresséo 1 1,9E+13 1,9E+13 15049,01 3,18E-25
Residuo 16 2,02E+10 1,26E+09
Total 17 1,9E+13

gl = graus de liberdade, SQ = soma dos quadrados, MQ = médias quadraticas

B. Dados de Coeficientes

Coeficiente Valor Erro padréo Stat t valor-P
Coeficiente linear 33092 14459,72 2,2886 0,036044
Coeficiente angular 2376586 19373,13 122,6744 3,18E-25

Resultou na equacdo: Contagem (cpm) = 33 092 + 23 765 587 [concentracdo radioativa]

C. Dados de Regresséao

R correlagédo 0,99946
R-determinacao (r?) 0,9989
R-quadrado ajustado 0,9988
Erro padréo 35544,5
Numero de observacdes 18
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Figura 7 — Gréfico de dispersao de residuos
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Avaliou-se a homocedasticidade das variancias dos residuos pelo teste de Cochran.
Obteve-se Ccalc=0,044 e Ccritico (3,6) = 0,616. Como C< Ccritico (3,6), a homocedasticidade
foi demonstrada.

Para verificar a existéncia de outliers, foi aplicado o teste de Grubbs considerando-
se 18 dados, com Z critico de 2,65. Como Z calculado < Z critico, no nivel de significancia de
5%, nenhum dado precisou ser rejeitado.

Foi aplicado o teste de normalidade de Ryan-Joiner e a distribuicdo grafica dos
residuos atestou que estes seguem uma normal.

O teste de independéncia dos residuos por Durbin-Watson (dados néo descritos
aqui) permitiu atestar que os residuos néo estéo correlacionados.

Considerando que todos os critérios do teste de MMQ foram atendidos, a faixa de
trabalho de 5 % a 120% da concentracao radioativa de 1,0 uCi/pL (100%) contendo 6 pontos

de analise apresentou linearidade adequada.
4.3. Intervalo (faixa de trabalho)

Os resultados das curvas de calibragdo indicam que ha linearidade entre 5 % a 120%
da concentragéo radioativa de 1,0 uCi/uL e, portanto, esta corresponde a faixa de trabalho
para o ensaio de pureza radioquimica de 1-123. Esta faixa de trabalho permite quantificar ao
produto e a impureza a partir das contagens obtidas.

4.4, Precisao

O ensaio foi realizado como descrito em materiais e métodos. Na tabela 11 estao

descritos os critérios de aceitacdo dos parametros do estudo.



Tabela 11 - Parametros e critérios de aceitacdo do ensaio de precisdo

Plano de Estudo

. Critério de aceitacéo
Parametro N° Amostras Condicdes
PRQ DPR

Repetibilidade 6 Analista 1 2 95,0% <5,0%
Precisio Analista 2

. L 6 Mesmo dia do 2 95,0% <5,0%

intermediéria .

analista 1

DPR: Desvio Padrao Relativo
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Nas tabelas 12 e 13 estdo descritos os resultados das contagens (cpm) das fitas no

contador gama do ensaio de repetibilidade e precisdo intermediaria, respectivamente.

Para a determinacdo da repetibilidade, as amostras foram avaliadas nas mesmas

condic¢des de laboratério e mesma instrumentacao.

Tabela 12 - Resultados de pureza radioquimica no ensaio de repetibilidade: contagens

(cpm) em cada um dos segmentos das 6 fitas

Segmento Fita 1 Fita 2 Fita 3 Fita 4 Fita 5 Fita 6
da fita (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm)
1 19444 1599,4 704,4 2004,4 1849,4 2004,4
2 1764,4 1264,4 1379,4 1329,4 1039,4 1724,4
3 2379,4 23144 2754,4 1769,4 4394.,4 2464,4
4 2109,4 2229,4 21494 1759,4 2644,4 2779,4
5 3154,4 2259,4 3074,4 2289,4 2769,4 2774,4
6 6029,4 3629,4 3494,4 4209,4 3309,4 3674,4
7 10029,4 5209,4 6539,4 16769,4 6784,4 12929,4
8 359064 55164,4 119414 266549 195404 230684
9 1571794 1433909 1258874 1576664 1529649 1629194
10 383284 794824 802574 601599 401384 526249
%PRQ 99,51 99,58 99,54 99,63 99,40 99,51
M 99,53%
DP 0,074
DPR 0,074

PRQ: Pureza Radioquimica; M: Média; DP: Desvio padrao e DPR: Desvio padréo relativo.

O DPR no ensaio de repetibilidade foi de 0,07.

A Figura 10 mostra a distribuicdo dos resultados no ensaio de repetibilidade.

Apresenta perfil simétrico em torno de seu ponto médio.



Figura 8— Analise gréfica da distribuicdo do ensaio de Precisdo — Repetibilidade.

Densidade

Grafico de Distribuicdo - Precisdo Repetibilidade
Mormal: Média=99,53; DesvPad=0,07

Tabela 13 — Contagens (cpm) em cada um dos segmentos das 6 fitas - Resultados de

pureza radioquimica no ensaio de precisdo intermediaria

Segmento Fita 1 Fita 2 Fita 3 Fita 4 Fita 5 Fita 6
da fita (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm) (cpm)
1 2609,4 2854,4 2639,4 2694,4 2619,4 2759,4
2 1904,4 1774,4 2064,4 1514,4 1674,4 2144.4
3 4094.,4 4159,4 2764,4 3129,4 3679,4 3559,4
4 3059,4 3074,4 33244 3564,4 2739,4 2994,4
5 3954,4 3699,4 35544 3764,4 29444 3344,4
6 6134,4 6094,4 5144.,4 8234,4 4339,4 6104,4
7 12229,4 12934,4 21074,4 10759,4 6689,4 25004,4
8 291624 266989 602314 67284,4 37924,4 544399
9 2589720 2002529 | 2409295 1925959 1130394 | 2419465
10 375924 847064 310799 651229 1213334 235569
%PRQ 99,52 99,50 99,57 99,45 99,43 99,54
M 99,50%
DP 0,054
DPR 0,054

PRQ: Pureza Radioquimica; M: Média; DP: Desvio padrao e DPR: Desvio padréo relativo
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O desvio padréo foi de 0,054.
A Figura 8 mostra a distribuicdo dos resultados no ensaio de repetibilidade.

Apresenta perfil simétrico em torno de seu ponto médio.

Na precisdo intermediaria, 6 réplicas independentes a 100% da concentracao
estudada foram executadas por 2 analistas diferentes. Foram utilizadas as mesmas condicbes
e critérios da repetibilidade, variando-se a execu¢do por outro analista, no mesmo dia,

evitando-se influéncia do decaimento da atividade do IOD-IPEN-123.

Figura 9 — Analise gréfica da distribuicdo do ensaio de Precisdo — Preciséo Intermediaria.

Grafico de Distribuicdo - Precisdo
MNormal; Média=99,5; DesvPad=0,054

Densicacde
i

99,3 994 99,5 99 6 99,7
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Tabela 14 — A. Resultados da pureza radioquimica do I0D-IPEN-123 na Repetibilidade e

Precisdo Intermediaria e B. Desvio padrédo relativo de resultados da pureza radioquimica de

dois analistas.

A.
Precisio Analista 1 Analista 2
(Repetibilidade) (Prec. Intermediaria)
99,51 99,52
99,58 99,50
Pureza radioquimica (%) 99,54 29,57
99,63 99,45
99,40 99,43
99,51 99,54
Média 99,53 (%) 99,50 (%)
DP 0,074 0,054
DPR 0,074 0,054
Prec.: Preciséo; DP: Desvio Padrdo; DPR: Desvio Padréo Relativo.
B.
Resultados
Analista % PRQ - Média DPR
1 99,53
2 99,50 0,02

PRQ: Pureza radioquimica; DPR

: Desvio Padréao Relativo
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Figura 10 — Representacéo grafica da correlacdo dos dados do ensaio de Repetibilidade x

Precisao intermediaria.

Grafico de Ensaios de Medicdo de Medi¢des por niimero de ensaios RR

Informado por: - Alide fMargareth
[Repetibilidade x Precis3o)- 10D-1PEN-123
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960
[ ]
[ ]
Hj 44 55
0 " [ ]
o
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b - - =
E 44 50 L]
G945 "
[ ]
49,40

Analista

Varigvel de painel: ndmero de ensaios RR

O gréfico da figura 10 mostra que os 2 analistas apresentaram boa precisdo
intermediaria, com DPR de 0,021%, e atenderam ao critério de aceitacao da ANVISA inferior
a 5%. IOD-IPEN-123 atendeu ao critério de aceitacédo de %PRQ que € igual ou acima de 95%.

45, Robustez

As variacdes mais provaveis no ensaio sao relacionadas a quantidade de amostra e
a concentracéo radioativa. O preparo das amostras do ensaio de robustez est4 descrito em
materiais e métodos.

O ensaio de robustez foi realizado, em triplicata, em duas concentractes radioativas
de IOD-IPEN-123, uma de 0,5 pCi/pL e outra de 1,2 uCi/pL e dois volumes, 2 uL e 5 pL. Os

resultados da soma das leituras do contador dos segmentos do 6 ao 10 e do 1 ao 10, em cpm,
encontram-se nas tabelas 15, 16, 17 e 18.
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Tabela 15 — Resultados de pureza radioquimica no ensaio de Robustez - Experimento 1:

concentracao 1,2 uCi/uL (A) com volume de 5 uL (B)

Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10
A PRQ (%)
(cpm) (cpm)
B F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
4598357 | 4555397 | 4357062 | 4613827 | 4576427 | 4370692 | 99,66 | 99,54 | 99,68
Média 99,63

F1: fita 1; F2: fita 2: F3: fita 3

Cont.: contagem; Seg.: Segmento; PRQ: Pureza radioquimica.

Tabela 16 - Resultados de pureza radioquimica no ensaio de Robustez — Experimento 2:

concentracéo 1,2 puCi/uL (A) com volume de 2 pL (b)

Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10
A PRQ (%)
+ (cpm) (cpm)
b F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
1849522 | 1886407 | 2271127 | 1857127 | 1894527 | 2280547 | 99,59 | 99,57 | 99,58
Média 99,58

F1: fita 1; F2: fita 2: F3: fita 3

Cont.: contagem; Seg.: Segmento; PRQ: Pureza radioquimica.

Tabela 17 - Resultados de pureza radioquimica no ensaio de Robustez - Experimento 3:

concentracdo 0,5 pCi/uL (a) com volume de 5 pL (B)

Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10
a PRQ (%)
+ (cpm) (cpm)
B F1 F2 F3 F1 F2 F3 F1 F2 F3
2411602 | 2028422 | 2171117 | 2419992 | 2035027 | 2178572 | 99,65 | 99,67 | 99,65
Média 99,66

F1: fita 1; F2: fita 2: F3: fita 3

Cont.: contagem; Seg.: Segmento; PRQ: Pureza radioquimica.

Tabela 18 — Resultados de pureza radioquimica no ensaio de robustez

Experimentos PRQ (%) DP DPR
1 A B 99,63
2 A b 99,58 0,04 0,03
3 a B 99,66
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As alterac6es promovidas na concentracdo radioativa da amostra e no volume de
amostra no ensaio de robustez ndo produziram resultados significativamente diferentes para
as condi¢cBes avaliadas (tabela 18), com DP de 0,04, e pureza radioquimica acima do critério
de aceitacdo de que € maior ou igual a 95%. As variacBes de volume de amostra e de
concentracdo radioativa (dentro da faixa de trabalho) ndo apresentam interferéncia na

recuperacao do ativo e ndo produziram restricdes ao procedimento de ensaio.

Variavel — Concentracdo radioativa

Txi = Variacdo da variavel

Ev= 99,55

|Ev |Vm
Tx; = ————

DP~2

| 99,55 — 99,62 | v1
X; =
' 0,042
TXi =0,2475

Graus de liberdade 1 — valor referéncia 6,314

Valor encontrado de Txi = 0,2475, sendo inferior ao de referéncia

Variavel — Volume da amostra

Txi = Variagéo da variavel

Ev=99,71
|Ev |Vm
Tx; = ————
DP~2
|99,71 —99,62| v1
x- =
' 0,04 V2
Txi =0,3128

Graus de liberdade 1 — valor referéncia 6,314

Valor encontrado de Txi =0,3128, sendo inferior ao referéncia
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5. CONCLUSAO

Observou-se escassez na literatura para validacdo de método analitico aplicada a
radiofarmacos, sendo necessaria a experiéncia de profissionais do setor para interpretar a
RDC n° 166/2017 para nortear a elaboracdo e a execuc¢do do protocolo de validagdo do
método de pureza radioquimica do IOD-IPEN-123. N&o existe Substancia Quimica de
Referéncia para radiofarmacos e nao foi possivel produzir solu¢do que simulasse todas as
etapas da producdo com auséncia do material radioativo para o ensaio de seletividade; desta
forma, foi utilizada a estratégia de adicionar reagentes utilizados em processo no ensaio de
seletividade em amostra do produto final.

A pureza radioquimica do IOD-IPEN-123 utiliza, através da técnica de cromatografia
em papel, um método acessivel e barato para realizar o controle de qualidade do
radiofarmaco. Os resultados de pureza radioquimica de todos os ensaios realizados na
execucao do protocolo de validagéo do radiofarmaco I0D-IPEN-123, atenderam ao critério de
aceitacdo de igual ou acima 95%. O atendimento a especificacdo de PRQ igual ou acima de
95% em nossos experimentos indica que o radiofarmaco apresenta a qualidade necessaria
para evitar que o0 paciente, e o profissional de salde recebam dose de radiacdo
desnecessaria, causada por impurezas radioquimicas.

Concluimos que os ensaios de seletividade, linearidade, faixa de trabalho, precisao
e robustez definidos pela RDC n°166/2017 e estabelecidos no protocolo de validagdo
completa do método de pureza radioquimica desenvolvido pelo IPEN para o IOD-IPEN-123
produziram resultados que atenderam aos critérios estabelecidos. Desta forma, a validacao
confirmou que o método é adequado para ser utilizado na rotina de controle de qualidade do

radiofarmaco.
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Anexo 1

Formulas utilizadas

Foram utilizadas as férmulas a seguir para a realizacdo dos célculos, a partir dos resultados

em contagem por minuto (cpm), do contador gama:

a. Fator de retardamento (Rf)

distancia percorridapela amostra _ X (Seg 6 — seg10)

Rf =

distancia percorrida pelo solvente ~ X (Seg1... seg10)

Onde:

Seg = Seguimento da contagem por minuto na parte correspondente da fita cromatogréafica
2 = somatéria da contagem total (contagem por minuto correspondente ao total da fita

cromatogréfica - segmento 1 ao 10)
b. Pureza Radioquimica

Y (Seg 6 — seg10)

% PR =
% X (Seg1l... segl0) X

100

Onde:

% PR = pureza radioguimica no radiofarmaco expressa em porcentagem

Seg = Seguimento da contagem por minuto na parte correspondente da fita cromatografica
2 = somatéria da contagem total (contagem por minuto correspondente ao total da fita
cromatogréfica - segmento 1 ao 10)

c. Desvio padréo

Dp = \/Z(xi —média,)?

n—1
Onde:
DP= Desvio Padrao
Xi= € o resultado de uma determinada medicdo
média,= a média aritmética dos ‘n”
n= numero de medicbes

DP= Desvio Padrdo

d. Desvio padrao Relativo
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prr =2 ¢ 100
~mp”*

Onde:

DP = Desvio padréao

MD = Média das leituras

Nota: O resultado DP entre os resultados devera ser < 5,0%.

e. Efeito das variaveis

_ Jresultados (R1,R2,R3)  Xresultados (R2,R3)
m m

Ev

Onde:

Ev = efeito da variavel

Ri1, R2 e Rs; = resultados analiticos correspondentes aos experimentos que contemplam o
fator identificado pela letra mailscula

Ri1, Rz e R; = resultados analiticos correspondentes aos experimentos que contemplam o
fator identificado pela letra mindscula

m = metade do nimero de experimentos

f. Variancia

v L1 =M%+ (L2 = M)* + (L3 — M)? + (L4 — M)? + (L5 — M) + (Ln — M)?
B n—1

DP =V

Onde:

L= Leitura

M= Média das leituras
n= namero de medi¢cbes
V= Variancia

DP= Desvio Padrdo



Anexo 2 (Célculos)
1. Precisao
A. Repetibilidade
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Demonstracéo dos calculos utilizados:

Amostra 1l

(6029 + 10029 + 359064 + 1571794 + 383284) = 2330200

(1944 + 1764 + 2379 + 2109 + 3154 + 6029 + 10029 + 359064 + 1571794 + 383284) = 2341550
PRQ = 2330200/2341550 x 100 = 0,995152783 x 100 = 99,51

Pureza Radioquimica (%): 99,51%

Amostra 2

(3629 + 5209 + 55164 + 1433909 + 794824) = 2292735

(1599 + 1264 + 2314 + 2229 + 2259 + 3629 + 5209 + 55164 + 1433909 + 794824) = 2302400
PRQ =2292735/2302400 X 100 = 0,995802206 x 100 = 99,58

Pureza Radioquimica (%): 99,58%

Amostra 3

(3494 + 6539 + 119414 + 1258874 + 802574) = 2190895

(704 + 1379 + 2754 + 2149 + 3074 + 3494 + 6539 + 119414 + 1258874 + 802574) = 2200955
PRQ =2190895/2200955 x 100 =» 0,995429257 x 100 = 99,54

Pureza Radioquimica (%): 99,54%

Amostra 4

(4209 + 16769 + 266549 + 1576664 + 601599) = 2465790

(2004 + 1329 + 1769 + 1759 + 2289 + 4209 + 16769 + 266549 + 1576664 + 601599) = 2474940
PRQ =2465790/2474940 x 100 =» 0,996302941 x 100 = 99,63

Pureza Radioquimica (%): 99,63%

Amostra 5

(3309 + 6784 + 195404 + 1529649 + 401384) = 2136530

(1849 + 1039 + 4394 + 2644 + 2769 + 3309 + 6784 + 195404 + 1529649 + 401384 ) = 2149225
PRQ =2136530/2149225 x 100 =» 0,99409322 x 100 = 99,40

Pureza Radioquimica (%): 99,40%

Amostra 6

(3674 + 12929 + 230684 + 1629194 + 526249) = 2402730

(2004 + 1724 + 2464 + 2779 + 2774 + 3674 + 12929 + 230684 + 1629194 + 526249) = 2414475
PRQ =2402730/2414475 x 100 =» 0,995135588 x 100 = 99,51

Pureza Radioquimica (%): 99,51%

B. Precisdo intermediaria

Demonstracao dos calculos utilizados:
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Amostra 1

(6134 + 12229 + 291624 + 2589720 + 375924) = 3275631

(2609 + 1904 + 4094 + 3059 + 3954 + 6134 + 12229 + 291624 + 2589720 + 375924) = 3291251
PRQ = 3275631/3291251 x 100 =» 0,995254084 x 100 = 99,52

Pureza Radioquimica (%): 99,52%

Amostra 2

(6094 + 12934 + 266989 + 2002529 + 847064) = 3135610

(2854 + 1774 + 4159 + 3074 + 3699 + 6094 + 12934 + 266989 + 2002529 + 847064) = 3151170
PRQ =3135610/3151170 x 100 =» 0,995062152 x 100 = 99,50

Pureza Radioquimica (%): 99,50%

Amostra 3

(5144 + 21074 + 602314 + 2409295 + 310799) = 3348626

(2639 + 2064 + 2764 + 3324 + 3554 + 5144 + 21074 + 602314 + 2409295 + 310799) = 3362971
PRQ = 3348626/3362971 x 100 =» 0,995734426 x 100 = 99,57

Pureza Radioquimica (%): 99,57%

Amostra 4

(8234 + 10759 + 67284 + 1925959 + 651229) = 2663465

(2694 + 1514 + 3129 + 3564 + 3764 + 8234 + 10759 + 67284 + 1925959 + 651229) = 2678130
PRQ = 2663465/2678130 x 100 =» 0,994524164 x 100 = 99,45

Pureza Radioquimica (%): 99,45%

Amostra 5

(4339 + 6689 + 37924 + 1130394 + 1213334) = 2392680

(2619 + 1674 + 3679 + 2739 + 2944 + 4339 + 6689 + 37924 + 1130394 + 1213334) = 2406335
PRQ = 2392680/2406335 x 100 =» 0,994325395 x 100 = 99,43

Pureza Radioquimica (%): 99,43%

Amostra 6

(6104 +25004 + 544399 + 2419465 + 235569) = 3230541

(2759 + 2144 + 3559 + 2994 + 3344 + 6104 +25004 + 544399 + 2419465 + 235569) = 3245341
PRQ = 3230541/3245341 x 100 =» 0,995439616 x 100 = 99,43

Pureza Radioquimica (%): 99,54%

Resultados
Analista Média (% PRQ) DPR
1 99,53
2 99,50 0,021

Robustez
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Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10 PRQ (%)
A+B
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
4598357 | 4555397 | 4357062 | 4613827 | 4576427 | 4370692 | 99,66 99,54 99,68
Média 99,63
Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10 PRQ (%)
A+b
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
1849522 | 1886407 | 2271127 | 1857127 | 1894527 | 2280547 | 99,59 99,57 99,58
Média 99,58
Cont. Seg 6 ao 10 Cont. Seg 1 ao 10 PRQ (%)
a+B
Al A2 A3 Al A2 A3 Al A2 A3
2411602 | 2028422 | 2171117 | 2419992 | 2035027 | 2178572 | 99,65 | 99,67 99,65
Média 99,66
Demonstracdo dos calculos utilizados:
Amostra A +B
Cont. Seg6 ao 10/ Seg 1 ao 10
Al: 4598357 /4613827 x 100 = 99,66
A2: 4555397 | 4576427 x 100 = 99,54
A3: 4357062 / 4370692 x 100 = 99,68
Amostra A +b
Cont. Seg 6 a0 10/ Seg 1 ao 10
Al: 1849522/1857127 x 100 = 99,59
A2: 1886407/1894527 x 100 = 99,57
A3: 2271127 | 2280547 x 100 = 99,58
Amostraa+B
Cont. Seg6 ao 10/ Seg 1 ao 10
Al: 2411602 / 2419992 x 100 = 99,65
A2: 2028422 | 2035027 x 100 = 99,67
A3: 2171117/ 2178572 x 100 = 99,65
Condicdes das variaveis
Experimentos
Variavel
1 2 3
A a A A a
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B b B b B

Resultados R1 (99,63) R2 (99,58) R3 (99,66)

Demonstragéo dos calculos utilizados por experimento:
Ev = X resultados (R1, R2, R3) - Z resultados (R2,R3)

m m

~ (99,63 + 99,58 + 99,66) (99,58 + 99,66)
- 45 - 3

Ev

298,87 199,24
4,5

= 66,4155 — 6644133 = 0,0022

Ev=10,0022

3. Linearidade

Demonstracao dos calculos utilizados:

Dilui¢éo 1 (0,05)
1. 50 pL - 153 uCi
2. Volume de NaOH 3010 pL + 50 pL amostra = 3060 pL
3. C=153/3060 = 0,05

Concentracgéo radioativa (%): 0,05 pCi/uL

Diluicdo 2 (0,1)
1. 50 pL - 153 uCi
2. Volume de NaOH 1480 pL + 50 pL amostra = 1530 L
3. C=153/1530=0,1

Concentracéo radioativa (%): 0,1 puCi/pL

Diluicédo 3 (0,5)
1. 50 pL - 151 pCi
2. Volume de NaOH 252 pL + 50 pL amostra = 302 pL
3. C=151/302=0,5
Concentracéo radioativa (%): 0,5 uCi/uL

Diluicédo 4 (a partir da concentragéo 1,0 uCi/uL)
1. 50 pL - 152 pCi
2. Volume de NaOH 140 pL + 50 pL amostra = 190 pL
3. C=152/190=0,8

Concentracéo radioativa (%): 0,8 pCi/uL

Diluicéo 5 (a partir da amostra de IOD-IPEN-123)
1. 50pL - 154 pCi
2. Volume de NaOH 104 pL + 50 pL amostra = 154 L
3. C=154/154=1,0
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Concentracéo radioativa (%): 1,0 uCi/uL

Diluicdo 6 (a partir da amostra padrdo de IOD-IPEN-123)
1. 50pL - 153 pCi
2. Volume de NaOH 77,5 pL + 50 pL amostra = 127,5 uL
3. C=153/1275=1,2

Concentracéo radioativa (%): 1,2 pCi/pL

4. Seletividade

Demonstracdo dos célculos utilizados:

Solucgéo 2 (NaOH 0,02 N)
0,008g de NaOH em 10 mL (0,01L) de &gua purificada, de acordo com a equagédo abaixo:

_ m/mol _ 0,008/40
T v T o001

c =0,02N

Solucéo Teste 1 (IOD-IPEN-123 + NaOH 0,01 N)
Cont. Seg 6 ao 10/ Seg 1 ao 10

Fita 1: 2457740/ 2465016 = 0,997048

Fita 2: 2327806 / 2343217 = 0,993423

Fita 3: 2362056 / 2377727 = 0,993409

- 0,997048 + 0,993423 + 0,993409
Média: 3 =0,9934

Solugéo Teste 2 (IOD-IPEN-123 + NaOH 0,02 N)
Cont. Seg 6 ao 10/ Seg 1 ao 10

Fita 1: 2327221/ 2340407 = 0,994366

Fita 2: 2355406 / 2364772= 0,996039

Fita 3: 2324076/ 2334932 = 0,995351

, .. 0,994366 + 0,996039 + 0,995351
Média: 3 =0,9953

Solucédo Teste 3 (Solucéo 1 + Solugéo 2)
Cont. Seg 6 ao 10/ Seg 1 ao 10

Fita 1: 2376026 / 2386772= 0,995498

Fita 2: 2418761 / 2427527= 0,996389

Fita 3: 2497820/ 2506221 = 0,996648

, .. 0,995498 + 0,996389 + 0,996648
Média: 3 = 10,9962
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